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“Sabe tese, de faculdade? Aquela que defendem? Com unhas e dentes? E dessa tese
gue eu estou falando. VVocé deve conhecer pelo menos uma pessoa que ja defendeu uma tese.
Ou esteja defendendo. Sim, umatese é defendida. Ela é feita para ser atacada pela banca, que
s80 aguelas pessoas que gostam de botar banca. As teses sdo todas maravilhosas. Em tese.
Vocé acompanha uma pessoa meses, anos, seculos, defendendo uma tese. Palpitantes
assuntos. Tem tese que ndo acaba nunca, que acompanha o elemento para a velhice. Tem até
teses pos-morte. O mais interessante na tese € que, quando nos contam, s80 maravilhosas,
intrigantes. A gente fica curiosa, acompanha o sofrimento do autor, anos afio. Ai ele publica,
te d4 uma cOpia e € sempre - sempre - uma decepcdo. Em tese. Impossivel ler uma tese de
cabo a rabo. SBo chatissimas. E uma pena que as teses sgjam escritas apenas para o
julgamento da banca circunspecta, sisuda e compenetrada em si mesma. E n6s? Sim, porque
0S assuntos, ja disse, s8o maravilhosos, cativantes, as pessoas so inteligentissimas. Temas do
arco-da-velha. Mas toda tese fica no rodapé da histéria. Pra que tanto sic e tanto apud? Sic me
lembra o Pasquim e apud n&o parece candidato do PFL para vereador? Apud Neto. Escrever
uma tese é quase um voto de pobreza que a pessoa se autodecreta. O mundo péra, o dinheiro
entra apertado, os filhos s50 abandonados, 0 marido que se vire. Estou acabando a tese. Essa
frase significa que a pessoa vai sair do mundo. N&o por alguns dias, mas anos. Tem gente que
nunca mais volta. E, depois de terminada a tese, tem a revisdo datese, depois tem a defesa da
tese. E, depois da defesa, tem a publicacdo. E, € claro, intelectua que se preze, logo em
seguida embarca noutra tese. Sa0 os profissionais, em tese. O pior € quando convidam a gente
para assistir a defesa. Meu Deus, que sono. Ndo em tese, na pratica mesmo. Orientados e
orientandos (que nomes atuais!) sdo unanimes em afirmar que toda tese tem de ser - tem de
serl - daguele jeito. E pra ndo entender, mesmo. Tem de ser formatada assim. Que na
Sorbonne é assim, que em Coimbra também. Na Sorbonne, desde 1257. Em Coimbra, mais
moderna, desde 1290. Em tese (e na prética) sdo 700 anos de muita tese e pouca prética. Acho
gue, nas teses, tinha de ter uma norma em que, além datese, o elemento teria de fazer também
uma tesdo (tese grande). Ou sgja, uma versdo para nés, pobres tedricos ignorantes que ndo
votamos no Apud Neto. Ou sga, 0 elemento (ou a elementa) passa a vida a estudar um
assunto que nos interessa em nada. Pra qué? Pra virar mestre, doutor? E dai? Se ele estudou
tanto aquilo, acho impossivel que ele ndo gqueira que a gente saiba a que conclusdes chegou.
Mas jamais saberemos onde fica o bicho da goiaba quando ndo € tempo de goiaba. No bolso
do Apud Neto? Tem gente que va para os Estados Unidos, para a Europa, para terminar a
tese. Vao la nas fontes. Descobrem maravilhas. E a gente ndo fica sabendo de nada. S
aqueles sisudos da banca. E o cara da logo um dez com louvor. Louvor para quem? Que
exaltagdo, que encomio é isso? E tem mais: as bolsas para os que defendem as teses s8o uma
pobreza. Tém viagens, compra de livros caros, horas na Internet da vida, separacdes, pensao
para os filhos que a mulher levou embora. E, defender uma tese € mesmo um voto de pobreza,
ja diria S8o Francisco de Assis. Em tese. Tenho um casal de amigos que ha uns dez anos
preparam suas teses. Cada um, uma. Dia desses a filha, de 10 anos, no café da manh3,
ameacou: - N& vou mais estudar! N& vou mais na escola Os dois pararam -
momentaneamente - de pensar nas teses. - O qué? Pirou? - Quero estudar mais, ndo. Olha
vocés dois. Ndo fazem mais nada na vida. E sO a tese, a tese, a tese. N&o pode comprar
bicicleta por causa da tese. A gente ndo pode ir para a praia por causa da tese. Tudo é pra
guando acabar a tese. Até trocar o pano do sofd. Se eu estudar vou acabar numa tese. Quero
estudar mais, ndo. Nao me deixam nem mexer mais no computador. Vocés acham mesmo que
eu vou deletar a tese de vocés? Pensando bem, até que ndo € uma ma idéial Quando é que
alguém vai ter a prética idéia de escrever uma tese sobre a tese? Ou uma outra sobre a vida
nos rodapés da histéria? Acho que seria um tesdo.”

"UMA TESE E UMA TESE"
Mério Prata - Cronica publicada no jornal O Estado de S&o Paulo em 7 de outubro de 1998.
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RESUMO

SABINO, Daniele Cristina Costa. Interacéo planta - bactéria diazotréfica na cultura do
arroz. Seropédicac UFRRJ, 2007. 54f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo).
Instituto de Agronomia. Departamento de Solos. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Seropédica, RJ. 2007.

A inoculagdo de plantas de arroz com bactérias diazotréficas € uma aternativa para a
diminuicdo do uso de adubos nitrogenado na cultura, no entanto alteracbes no
desenvolvimento das plantas sdo observadas neste tipo de associacdo. O presente estudo teve
por objetivo de avaliar a influencia da inoculagdo de bactérias no desenvolvimento de
cultivares de arroz, através de paréametros agrondmicos e fisiolégicos. Para avaliar os efeitos
dainoculacdo de bactérias diazotroficas no desenvolvimento de plantas de arroz em diferentes
formas de mangjo, foram realizados um experimento de inoculacdo em laboratério e trés
experimentos em casa de vegetacdo. O primeiro experimento foi realizado com as plantas de
arroz crescendo em tubos contendo solugdo nutritiva, o segundo, em copos contendo arela e o
tercelro e 0 quarto, em vasos contendo terra. Em todos os experimentos foram utilizadas
estirpes de Herbaspirillum seropedicae (BR11417 - ZAE94; BR11507 - M2), Burkholderia
spp (BR11340 - M130) e Azospirillum brasilense (BR11002 - Cd), inoculadas de forma
individual, ou utilizando misturas de duas ou mais estirpes. Também foram avaliados, sem a
utilizacdo de plantas, somente meio de cultivo, a producdo de acido indol acético (AlA) e a
atividade de reducdo de acetileno (ARA) das estirpes de bactérias diazotréficas. Os resultados
demonstraram que todas as estirpes, foram capazes de produzir AIA na presenca de
triptofano, tendo a estirpe Cd, apresentado as maiores concentragdes. Com excegao da estirpe
M2, todas tiveram ARA em meio de cultivo. No entanto, com os parametros avaliados, néo
foi possivel correlacionar a producdo de AIA e a atividade de reducdo de acetileno das
estirpes com a promocao do crescimento vegetal. Os experimentos em laboratorio e casa de
vegetacao, utilizando as cultivares arroz IR42 e 1AC4440, demonstraram que a aplicacéo de
uma adubacdo nitrogenada de 50kg N ha* permitiu uma melhor interacso entre as plantas de
arroz e as bactérias diazotroficas As cultivares de arroz IR42 e |AC4440 responderam de
modo diferenciado a inoculagdo com bactérias diazotroficas, estando esta relacionada ao
ambiente de cultivo. A inoculacdo das estirpes de bactérias diazotréficas propiciou um maior
teor de nitrogénio e proteina bruta nos gréos da cultivar IR42 sem ocasionar uma reducéo na
sua produtividade. No quarto experimento foram observadas, em fungdo da inoculagéo,
variagOes na atividade da enzima nitrato redutase e na particéo das fracBes solUveis (nitrato,
aminoéacidos livres e carboidratos solUveis) durante o periodo vegetativo. Entretanto, ndo
houve relacéo destes parametros fisiol égicos com a producdo das cultivares de arroz

Palavras chave: FBN. Herbaspirillum seropedicae. Burkholderia sp.



ABSTRACT

SABINO, Daniele Cristina Costa. Interaction plant - diazotrophic bacteriain rice crop.
2007. 54p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia.
Departamento de Solos. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ. 2007.

The inoculation of rice plants with diazotrophic bacteria is an alternative for reduction of
usage of nitrogen fertilizers in the aop. However alterations in the plants development are
observed in this type of association. The present study had as objective to evaluate the
influence of bacteria inoculation in development of rice cultivars, through agroromic and
physiological parameters. To evaluate the effect of diazotrophic bacteria inoculation in
development of rice plants in different handling forms, an experiment of inoculation in
laboratory and three experiments in green - house were corducted. The first experiment was
carried through with rice plants growing in tubes with nutrient solutiory the second, in cups
filled with sand; and the third and fourth, in vases with soil. In all experiments, there were
used lineages of Herbaspirillum seropedicae (BR11417 - ZAE94; BR11507 - M2),
Burkholderia spp (BR11340 - M130) and Azospirillum brasilense (BR11002 - Cd), inocul ated
individually, or usng mixes of two or more lineages. The acid production of indol acetic
(AlA), and acetylene reduction activity (ARA) of diazotrophic bacteria lineages aso were
evauated, without plants, only in culture media. The results demonstrated that al lineages
were able to produce AlA in the presence of triptophane; having the lineage Cd presented the
biggest concertrations. With exception of the M2 lineage, al had ARA in the culture media.
However, with the evaluated parameters, it was not possible to correlate AIA production AIA
and the lineages ARA, with promotion of vegetal growth. The experiments in laboratory and
green - house, using therice cultivars IR42 and |AC4440, demonstrated that application of a
nitrogen fertilizer dosage of 50kg N hal alowed better interaction between rice plants and
diazotrophic bacteria. The rice cultivars IR42 and 1AC4440 responded differently to
inoculation with diazotrophic bacteria, which was related to the cultivation environment. The
inoculation of lineages of diazotrophic bacteria propitiated a highest N level and bulk grain
protein of IR42 cultivar, without causing a reduction in its productivity. In the fourth
experiment, there were observed, as a function of inoculation, variations in activity of nitrate
reductase enzyme and partition of soluble fractions (nitrate, amino acids and soluble
carbohydrates) during the vegetative cycle. However, a relatiorship between these
physiological parameters and the production of rice cultivars was not observed.

Key words. BNF. Herbaspirillum seropedica. Burkholderia sp.
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INTRODUCAO

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) é um dos mais importantes processos
conhecidos na natureza, sendo realizado apenas por microrganismos procariotos. Tais
microrganismos, ditos diazotroficos, sdo capazes de reduzir o N, atmosférico tornando-o
assimilavel paraas plantas (Reis et al., 2006).

Plantas capazes de formar associagdes com estas bactérias podem obter o nitrogénio,
por meio da fixag&o bioldgica, quando este se encontra escasso nos solos. Dentre o0s sistemas
agricolas que contribuem para a reciclagem do nitrogénio perdido para a atmosfera, os mais
importantes sdo as simbioses que ocorrem nas plantas leguminosas. Entretanto, outras
associagdes, como as que ocorrem principalmente com cereais e gramineas, apresentam
também importancia nesta reciclagem, ressaltando-se ainda, que 0s cereais representam a base
alimentar, principal mente dos paises em desenvolvimento (Dobereiner, 1992).

Plantas de arroz sdo freglentemente colonizadas por diversas bactérias diazotroficas
formando associacdes onde a contribuicdo em termos de fixacdo bioldgica de nitrogénio €
muito peguena quando comparada ao fornecido pelo rizébio as leguminosas (Ladha e Reddy,
2000). Apesar dos avangos em diversos aspectos da interacdo entre gramineas e bactérias
diazotréficas, a expectativa de se obter resultados semelhantes a da simbiose
rizébio/leguminosas ainda ndo se realizou, embora haja diversos aspectos semelhantes entre
0s dois sistemas (Baldani e Baldani, 2005).

Para que as plantas consigam aproveitar os beneficios da FBN, é necessario que o N,
fixado pelos organismos diazotréficos sgja liberado em uma forma assimilavel. Em sistemas
com microrganismos de vida livre ou associativa, a disponibilizagdo do N fixado ocorre apds
a morte das células bacterianas e da lise dos congtituintes celulares organicos que séo
diretamente absorvidos pelas raizes vegetais através de transportadores especificos (K ennedy
et a., 2004). Em sistemas simbiéticos, ocorre a transferéncia direta de moléculas contendo o
nitrogénio fixado para as vias metabdlicas vegetais de assimilagdo do nitrogénio (Kennedy et
al., 2004). Nos processos de associacdes entre gramineas e bactérias diazotroficas, a auséncia
de estruturas especificas, a variabilidade no estabelecimento e no funcionamento das
asociagies e as dificuldades na quantificagdo da FBN no campo, tém dificultado as
investigagoes (Patriquin et al., 1983).

Apesar de ser possivel isolar um grande nimero de bactérias dos tecidos de arroz,
poucas, em torno de 10%, sdo diazotroficas, o que dificulta o isolamento e a determinacéo da
bactéria responsavel pela FBN (James et a., 2000). A questéo principal da interacdo entre
plantas ndo- leguminosas e bactérias diazotréficas, pode ser simbolizado pelo questionamento
feito por James et a (2002) no titulo de seu trabalho: “Podem associativos e endofiticos trazer
uma contribuic¢do significativa para a agricultura sustentavel ?”.

Os resultados obtidos por diversos pesguisadores demonstram gue a inoculacdo com
diazotroficos (associativos e/ou endofiticos) aumentam o crescimento da planta hospedeira.
Experimentos com balanco de nitrogénio e diluicdo isotépica de N, sugerem que a
transferéncia de nitrogénio é significante, embora outros fatores também possam beneficiar o
crescimento da planta (Kennedy, 2001). A promocdo do crescimento de plantas é um dos
efeitos adicionais que podem ser observados com a inoculagdo de bactérias diazotroficas. Ta
promocdo pode ocorre tanto pela modificacdo do balanco de fitormonios vegetais (Jain e
Patriquin, 1985), mudanca na absor¢éo de nutrientes minerais (Li et a, 1983) ou inducdo da
extrusdo de prétons (Bashan, 1990), no entanto, freqlientemente, respostas negativas também



s80 obtidas (Baldani e Baldani, 2005). E apesar de todos os esfor¢cos empregados, os
mecanismos pelos quais as bactérias diazotroficas promovem o crescimento das plantas
hospedeiras ainda ndo foram completamente esclarecidos (Bashan et a., 2004; Badani e
Baldani, 2005).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da inoculacdo de bactérias
diazotréficas no desenvolvimento das cultivares de arroz IR42 e 1AC440, contrastantes
guanto ao potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio, através de parametros agrondmicos e
fisiol6gicos.



REVISAO DE LITERATURA

2.1  Ecofisologia do Arroz

O arroz cultivado é geramente considerado uma graminea anua semi-aquatica,
embora nos tropicos, possa sobreviver como uma planta perene, produzindo novos perfilhos
depois da colheita (Riceweb, 2003).

O ciclo do arroz oscila com a variedade e com o ambiente, mas, na maioria das vezes,
Stua-se na faixa de 110 a 150 dias. Congtitui-se de trés fases distintas. a fase vegetativa, que
vai da germinacdo ao inicio do primordio da panicula; a reprodutiva, que compreende o
periodo entre o inicio do primoérdio floral até o florescimento; e a fase de maturacéo, que
corresponde ao periodo entre o término da floracdo a0 amadurecimento completo. Uma
variedade com ciclo de 120 dias, em clima tropical, apresenta fase vegetativa de 60 dias,
reprodutiva de 120 dias e amadurecimento de 30 dias (Moreira e Kluge, 1999). A fase
vegetativa é caracterizada por um ativo perfilhamento, gradual aumento no peso da planta e
emergéncia de folhas a interval os regulares, enquanto a fase reprodutiva € caracterizada, entre
outros fatores, pelo aumento de peso da planta, declinio no nUmero de perfilhos, emergéncia
dafolhabandeira (Riceweb, 2003).

A profundidade do sistema radicular, no arroz irrigado por inundagdo, raramente
atinge 40 cm, sendo que a grande maioria das raizes se encontra na camada superficial do
solo. O aparecimento de raizes esta relacionado a fatores nutricionais, sendo o nitrogénio o
mais importante nutriente para o desenvolvimento das raizes e para a manutencdo das funcdes
vitais (respiracao, absorcéo de sais e de agua). Observa-se que as raizes mais jovens sao mais
eficientes que as mais velhas. Conforme aumenta a idade, a raiz torna-se amarela e va
escurecendo até torna-se marrom-escura (Moreira e Kluge, 1999).

S8o diversas as influéncias dos fatores climéticos nas variedades, conforme o estadio de
desenvolvimento da planta. Devido a seus efeitos diretos e indiretos, o clima é o principal
fator que governa o requerimento hidrico da cultura. A perda de &gua que ocorre com a
evapotranspiracdo, consiste na demanda minima de agua pela planta. Em relacdo a
temperatura, o periodo mais critico para as plantas de arroz € a fase de diferenciagdo da
panicula e, principalmente, afaseinicial de formagdo do gréo de pdlen, que ocorre cerca de 8
a 10 dias antes da emergéncia da panicula. Temperaturas abaixo de 17°C ou acima de 40°C
s80 bastantes prejudiciais nesses estadios. Na antese, temperaturas baixas dificultam a
abertura ou crescimento do tubo polinico, podendo causar esterilidade nas espiguetas
(Moreirae Kluge, 1999).

Em cada tonelada de arroz existe, em média, 12 kg de nitrogénio. Parte desse nutriente
provém do solo, parte é fixada biologicamente, e mais de 50% do total é resultante de
aplicagOes de fertilizantes quimicos. A adubacdo de cobertura com nitrogénio tem sido
realizada para aumentar a producéo de espiguetas na estacdo seca e a maturagdo na estacao
chuvosa. Mas o resultado do aumento do nitrogénio na planta dura pouco tempo. Por isso,
costuma ser efetuada adubacdo de cobertura em periodos mais adiantados da cultura.
Observa-se ainda, que o nivel adequado de nitrogénio, aiada a radiacdo solar apropriada,
melhora o tamanho e a maturacéo dos gréos, por melhorar a atividade fotossintética (Moreira
e Kluge, 1999).

Todas as folhas, em determinada fase do ciclo, sdo ativos centros fotossintéticos. Além
da diferenca de idade, as folhas possuem diferente posicdo relativa na planta. Distancias
fisicas controlam a direcdo do movimento de substéncias assimiladas. No estédio de
perfilhamento, normalmente, é a folha 7 o centro de atividade fotossintética; na inducéo
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floral, sBo as folhas 9 e 10 e, no estadio de grdo leitoso, é a folha 11. A folha 12, também
chamada de bandeira, exporta assimilados principalmente para a panicula, ao passo que a 8
exporta para as raizes. O crescimento dos gréos € largamente dependente das folhas
superiores, enquanto a atividade radicular € mantida por assimilados das folhas basais. Ha
evidéncias, no entanto, de que essa translocagdo de assimilados é flexivel. Se, por alguma
razéo, as folhas basais morrerem ou perderem a fungéo, folhas localizadas acima suprem as
raizes (Moreira e Kluge, 1999).

Na fase vegetativa, 0 excesso de fotossintetizados produzidos pelas folhas € utilizado,
principalmente, para a formagdo de novos perfilhos, de novas raizes e para o crescimento das
folhas. Nessa fase, a capacidade produtiva da planta depende ndo sO da eficiéncia
fotossintética, mas da rapidez com gue os fotoassimilados serdo canalizados. A producéo final
depende da atividade fotossintética e da habilidade de transportar e armazenar carboidratos
nos gréos. Ao iniciar-se aformagao da panicula, o crescimento decai rapidamente, permitindo
a acumulacdo, nas bainhas foliares e no colmo, de substancias de reserva, principalmente
amido e agUcares. Esses acimulos atingem maior valor na antese. A partir da antese, 0s
carboidratos sdo, em grande parte, deslocados para as espiguetas; cerca de 20% sdo gastos na
respiracdo e 12% permanecem nas folhas e colmo. Essa redistribuicdo de carboidratos
armazenados nas partes vegetativas da planta, corresponde a cerca de 21% dos carboidratos
armazenados nos gréos, porém estimativas consideram que essa contribuicdo possa ser de
40% e até 90%, em casos extremos. A fotossintese liquida da espiga e das bainhas foliares é
muito pequena, e a maior parte dos carboidratos provém da fotossintese da folha bandeira e
das trés folhas do topo, que contribuem com cerca de 86% dos carboidratos produzidos nessa
fase. A eficiéncia de transporte de fotoassimilados para o gréo € dada pela relacéo entre a
massa do gréo e a massa total da parte aérea, conhecida como indice de colheita. Variedades
produtivas apresentam boa produtividade bioldgica e ato indice de colheita, embora haja
variagado conforme a radiacéo solar, temperatura, disponibilidade hidrica e nutrientes (Moreira
e Kluge, 1999).

Temperatura baixa, falta de &gua ou outro estresse, no inicio da formac&o da panicula,
ou no florescimento, reduzem a producdo por falta de espiguetas férteis, mesmo que a
fotossintese na fase de maturacéo se realize em condicdes 6timas. O indice de colheita cai e
boa parte dos carboidratos permanece nas folhas e no colmo da planta (Moreira e Kluge,
1999).

Dentre os nutrientes exigidos pela cultura do arroz, o nitrogénio € o que mais limita a
producéo, principalmente entre as variedades modernas de alto rendimento. Uma vez que a
resposta ao nitrogénio tem sido verificada mesmo em solos com elevado teor de matéria
organica, tal pardmetro ndo é um bom indicador da disponibilidade de N para a cultura do
arroz irrigado (Paula et al., 1990; Assis et a., 2000). Plantas de arroz cultivadas em solos com
limitacOes de N, P e K, apresentam uma redugdo no perfilhamento, com redugdo na producédo
de massa seca da parte aérea e raizes das plantas (Assis et a., 2000).

2.2  Nitrogénio

Constituinte obrigatério de aminoécidos, proteinas e acidos nucléicos, 0 nitrogénio
participa direta e indiretamente de diversos processos bioquimicos de plantas. A maior
concentracdo de nitrogénio é encontrada na atmosfera, cerca de 78%, porém este se encontra
na forma de N;, um gas inerte, que ndo reage quimicamente nas condi¢cBes naturais. Nos
solos, a forma predominante de nitrogénio € aorganica, no entanto, nitrogénio mineral, na
forma de nitrato (NO3’), amdnio (NH4") e nitrito (NO") também estdo presentes (Fernandes e
Rossiello, 1995; Fageria e Stone, 2003).



A principa caracteristica do ciclo do nitrogénio é a interacdo entre as atividades de
microrganismos autotroficos e heterotroficos. Através da fotossintese, os vegetais e
microrganismos autotroficos, transformam a energia solar e o CO;, em biomassa. Quando
incorporados ao solo, os residuos vegetais sdo utilizados como fonte de carbono e energia
pelos microrganismos heterotréficos, ocorrendo a transformagdo do nitrogénio organico para
formas inorganicas, que sdo absorvidas pelas plantas ou imobilizadas dentro da biomassa
microbiana. Tanto o nitrogénio quanto 0s outros elementos essenciais, sa0 repetidamente
utilizados pela circulagdo continua entre as fases autotroficas e heterotréficas do ecossistema
(Camargo et al., 1999).

O ciclo interno do nitrogénio no solo é o controlador da disponibilidade de nitrogénio
para nutricdo das plantas. A maioria dos processos de transformacao do nitrogénio nos solos é
mediada por microrganismos, sendo que os fungos e as bactérias sdo 0s de maior importancia.
As transformagdes do nitrogénio no solo podem ser dividas em quatro processos principais.
(@ fixacdo, readlizada por microrganismos, consiste na reducdo do N> atmosférico, um gas
inerte, para uma forma assimilavel (aménia); (b) mineralizacéo, transformagéo do nitrogénio
organico em nitrato através da amonificacdo e nitrificacdo; (c) imobilizacdo, utilizagdo do
nitrogénio mineral durante o metabolismo microbiano, ocorrendo simultaneamente a
mineralizacdo; (d) desnitrificac8o, processo de respiracéo anaerdbia que resulta em perda de
nitrogénio (Victoriaet al., 1992).

Em solos aerdbios, o nitrato € a fonte mais importante de nitrogénio para as plantas
(Forde, 2000), pois as condigbes aerdObias favorecem a nitrificacdo (Ingrahan, 1981),
entretanto o comportamento do nitrogénio em solos submersos é marcadamente diferente
daguele observado em condigbes de sequeiro. Com a inundacdo, ocorre uma maior
concentracdo de amdnio nos solos, aém disto o nitrato € reduzido para formas gasosas, no
processo de desnitrificagdo (Figura 1).

Desnitrificacdo é classicamente definida como a reducéo de nitrato a produtos gasosos,
resultando em perda de nitrogénio fixado, sendo este um processo de respiracéo anaerébia, 0
nitrato atua como um aceptor final de elérons para os microrganismos do solo (Ingrahan,
1981). Quando cultivado em condicdes de inundacéo, o arroz apresenta condicdes favorévels
para as perdas de nitrogénio por desnitrificacdo. O solo do arroz inundado apresenta duas
camadas caracteristicas, uma fina camada superficial (< 2 cm) oxidada e outra inferior
reduzida (anaerdbia). Quando um fertilizante amoniacal € aplicado na superficie do solo
(aerdbia) ocorre o processo de nitrificagdo, sendo que o nitrato produzido € rapidamente
difundido para a camada reduzida (anaerébia), onde ocorre a desnitrificacdo. Cabe ressaltar
gue a rizosfera apresenta uma interface aerébia/anaerdbia, favorecendo a desnitrificacéo e
portanto as perdas de nitrogénio (Urquiarga et al., 1993).

Arth et al. (1998) verificaram que um processo de desnitrificacdo acoplado a
nitrificacéo ocorre na rizosfera do arroz levando a perda de N, na forma de NbO ou No.
Através do aeréngquima das plantas de arroz ocorre o transporte do O, da atmosfera para as
raizes, parte deste é perdido para arizosfera, onde pela criagdo de um ambiente aerdbio ocorre
0 processo de nitrificagdo (formacdo de nitrato), através da acdo das bactérias Nitrosomonas e
Nitrobacter (nitrificantes). Este nitrato se difunde rapidamente para a regido anaerébia
(reduzida) do solo, sofrendo o processo de desnitrificacdo (respiracdo de nitrato) pelos
microrgani smos anaerobios, resultando na perdade N (como N2 ou N2O).
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Figura 1: Dinamica de nitrogénio em solos inundados cultivados com plantas de arroz
(Adaptado de Marschner, 1995; Guimaraes, 2006).

2.3  Enzimasde Assimilacdo de Nitrogénio

A assimilagdo do nitrogénio € um processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Sua assimilagcdo dentro dos esquel etos de carbono tem marcante
efeito na produtividade, biomassa e producdo de gréos das plantas. A deficiéncia de
nitrogénio em plantas é uma das causas de decréscimo no nivel de componentes estruturais
fotossintéticos tais como clorofila e a enzima ribulose bifosfato carboxilase (Rubisco),



resultando em reducdes da capacidade fotossintética e eficiéncia da carboxilagdo (Lam et al.,
1996).

O nitrato € a principal fonte de nitrogénio para a maioria das plantas (Campbell, 1988).
As plantas adquirem o nitrato da solucdo do solo através da membrana plasmética das células
da epiderme e do cortex das raizes. Uma vez dentro da célula, o nitrato € reduzido a aménio
pela nitrato redutase (NR) e nitrito redutase (NiR) e o nitrogénio amoniacal, € entdo
incorporado a glutamina e glutamato, através da acdo das enzimas glutamina sintetase (GS) e
glutamato sintase (GOGAT), podendo ser transportado para as diferentes partes das plantas
(Forde, 2000). Uma outra enzima envolvida na assimilagdo do nitrogénio é a glutamato
desidrogenase (GDH). As enzimas GS, GOGAT e GDH participam dos trés maiores
processos de assimilacdo de amonio: assimilagdo priméria, reassimilagdo da amonia
fotorrespiratoria e reassimilagdo do nitrogénio reciclado Cada uma destas enzimas ocorre em
diversas isoformas. Diversos trabalhos utilizando técnicas moleculares e plantas mutantes
deficientes em uma isoenzima especifica do metabolismo do nitrogénio, demonstram que o0s
genes para estas enzimas ndo sdo constitutivamente expressos, mas sdo cuidadosamente
regulados por fatores tais como luz, disponibilidade de metabdlitos e tipo de célula. (Lam et
al., 1996).

Para ser incorporado dentro das estruturas organicas e cumprir sua fungdo como
nutriente essencial para a planta, o nitrato precisa ser reduzido a amonio. A importancia da
reducdo do nitrato na vida da planta é similar a0 da reducdo e assmilacdo de CO, na
fotossintese (Marschner, 1995; Forde, 2000). Na maioria das espécies de plantas somente uma
porcéo do nitrato absorvido é reduzida nas raizes, ocorrendo o transporte, através do xilema,
para reducdo nas folhas. Em situagéo de excesso de nitrato, 0 mesmo pode ser acumulado no
vacuolo. O nitrato acumulado no vacuolo pode ser considerado importante no balanco cation
anion para a osmoregulacdo da planta. Trabalhando com plantas de arroz em solucéo
nutritiva, Bucher et al. (2004), observaram que as duas cultivares testadas foram capazes de
absorver nitrato do meio, mesmo quando este se encontrava em baixissimas concentracoes.

A conversdo do nitrato a aménio, € em um processo de reducdo gque ocorre em duas
etapas e envolve oito elétrons. Na primeira, ocorre a reducéo de nitrato para nitrito, com um
consumo de dois elétrons, sendo esta reacdo catalisada pela enzima nitrato redutase e, na
segunda etapa o nitrito € convertido para amonia, pela nitrito redutase, com um gasto de seis
elétrons (Beevers e Hageman, 1969; Guerrero et a, 1981; Solomonson e Barber, 1990; Lea,
1993).

A nitrato redutase (NR) € uma enzima citossolica, passivel de inducdo pelo substrato
(nitrato), sendo controlada por fatores genéticos, morfogénicos e hormonais, bem como por
fatores ambientais, tais como intensidade luminosa, disponibilidade de nitrato e agua
(Bandurski, 1965; Beevers e Hageman, 1969; Fernandes, 1978; Marschner, 1995; Souza et
al., 2002).

De acordo com o tipo de doador de eétrons, dois tipos de nitrato redutase
assimilatorias podem ser distinguidas. O NADH é o principal doador de elétrons nas plantas
superiores e algas eucaridticas, e somente os fungos utilizam o NADPH como doador de
elétrons. No entanto, algumas plantas superiores (arroz, milho, cevada e soja) e algumas
espécies de algas podem utilizar tanto o NADH quanto o NADPH como doador de elétrons
para a NR, sendo chamadas de plantas NAD(P)H-NRs bi-especificas. O nitrito formado pela
acdo da NR é toxico, ndo podendo, portanto, ser acumulado nos tecidos das plantas. A
reducdo do nitrito a aménio ocorre pela acdo da enzima nitrito redutase. O nivel de NiR em
diferentes células e tecidos € muito maior do que o de NR, desta maneira a acumulacéo de
nitrito raramente é observada (Souza et a., 2002). Hirel et a. (2001), demonstraram que
aumentos na produtividade do milho podem ser obtidos pela selecdo de genétipos, que
durante a fase vegetativa tenham baixa capacidade para reduzir o nitrogénio inorganico,
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acumulando o nitrato nas folhas e, que durante a fase de enchimento de gréos, sgjam capazes
de reduzir e remobilizar este nitrogénio para 0s graos.

O amonio, produto final da reducéo do nitrato, € incorporado a compostos organicos
pela conversdo do nitrogénio-amdnio em nitrogénio-amino. Esta conversdo é feita pela acéo
conjunta do sistema enzimético glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), no
ciclo conhecido como GS/GOGAT (Minflin e Lea, 1977; Lea et al., 1990). O ciclo de
assimilacéo do ambnio via GS/IGOGAT é considerado hoje como a principa rota de
assimilacdo do ambnio em plantas superiores. Nele, 0 amonio é inicialmente incorporado em
glutamato formando glutamina via GS e entdo, pela acdo da GOGAT, é transferido para o a
cetoglutarato, formando duas moléculas de glutamato (Souza et a., 2002).

Tanto em raizes, como em folhas, a GOGAT foi detectada em plastideos, tendo duas
isoformas. NADH-GOGAT, localizada principalmente em tecidos ndo verdes, como raizes,
nodulos e cotilédones em desenvolvimento; Fd-GOGAT, localizada no estroma do
cloroplasto, sendo a forma predominante desta enzima nas folhas. Antes da descoberta da
GOGAT, em 1971 (Tempest et a., 1971, citado por Souza et a., 2002), a GDH era
considerada a Unica enzima responsavel pela incorporacdo do ambnio em aminoacidos. A
GDH promove a ligacéo do aménio ao a-cetaglutarato, formando o glutamato, utilizando o
NADH (mitocdndrias) ou 0 NADPH (cloroplastos) como doadores de elétrons. Devido a seu
alto Km para 0 ambnio, a GDH parece ndo estar ligada a assimilagcdo de nitrogénio primario,
mas sm envolvida na assimilacdo de atos niveis de aménio como os liberados na
mitocdndria, através da fotorrespiracéo e reagdes catabdlicas, e metabolismo relacionado a
senescéncia (Souzaet a., 2002).

2.4  Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) é um dos mais importantes processos
conhecidos na natureza, sendo realizado apenas por microrganismos procariotos. Tais
microrganismos, ditos diazotréficos, sdo capazes de reduzir o N2 atmosférico tornando-o
assimilavel. A primeira bactéria diazotrofica foi descrita em 1893. Desde entdo diversos
estudos e uma vasta literatura sobre o tema foram produzidos (Reis et al., 2006).

Todas as bactérias diazotréficas possuem um complexo enzimatico chamado
nitrogenase, que dentre outros substratos aterraetivos, reduz o nitrogénio atmosférico a
amoénia (Neves, 1993). A enzima nitrogenase € o fator chave da fixacdo bioldgica de
nitrogénio, pois é responsavel pela reducdo do nitrogénio atmosférico a ambnia, com
producdo de H,. Alternativamente esta enzima também € capaz de reduzir acetileno em
etileno, sendo esta caracteristica freqlentemente utilizada para estimar a FBN (Sprent e
Sprent, 1990).

A nitrogenase € uma molibdénio ferro proteina que hidrolisa 16 adenosinas trifosfatos
(ATP) e transfere oito elérons por molécula de N fixado, sendo um dos processos
metabdlicos que mais demanda energia da célula. Alguns microrganismos possuem
nitrogenases ditas aternativas, onde o molibdénio é trocado por vanadio ou ferro. Atualmente
s80 conhecidos trés tipos de nitrogenases. a que possui molibdénio (Mo, nitrogenase-1) e
ferro (Fe), outra que apresenta vanadio no lugar do Mo (V, nitrogenase-2) e uma terceira que
sO apresenta ferro (nitrogenase-3). No entanto estas nitrogenases alternativas sO s80 expressas
na fata de molibdénio, sendo que a de vanadio é expressa preferenciamente a de ferro,
estando nesta mesma ordem a eficiéncia na reducéo do N, A nitrogenase € uma enzima
relativamente lenta e para produzir niveis adequados de nitrogénio fixado, o contelido
enzimatico em bactérias diazotroficas é de aproximadamente 10% da proteina celular total.
Em funcdo do seu alto custo energético (duas moléculas de ATP para cada el étron transferido
para o sitio catalitico), ela € uma enzima fortemente regulada em muitos organismos. Diversos
fatores regulam a expressao e atividade das nitrogenases, como por exemplo, a concentracéo
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de oxigénio, disponibilidade energética da célula, idade fisiol6gica, nitrogénio, principamente
na forma de amonio, entre outros (Reis et al., 2006).
A reacdo catalisada pela nitrogenase pode ser resumida da seguinte forma:

N, + 10H" + 8¢ + 16 ATP Nitrogenase 2NHs; + 16 ADP + 16 PO4_3 +Hp
R

Os genes que codificam as proteinas da nitrogenase-1 séo chamados de nif (para
nitrogenase-2 sdo vnf e para nitrogenase-3 sdo anf). Estes genes foram primeiramente
estudados em Klebsiela pneumoniae. Onde os genes da fixagdo de nitrogénio ocupam uma
regido de aproximadamente 25 kb, apresentando-se num total de 20 genes (nifA, nifB, nifD,
nifE, nifF, nifH, nifJ, nifK, nifL, nifM, nifN, nifQ, nifS nif T, nifU, nifV, nifX, nifY, nif\W, nif2)
organizados em 8 operons (Arnold et al., 1988, Merrick, 1993). No entanto , a maneira como
estes genes se organizam, bem como a presenca de todos estes genes ndo € universal. A
andlise de outras bactérias demonstrou que dos 20 genes nif identificados em K. pneumoniae,
14 sdo comuns na maioria das bactérias diazotroficas sugerindo que esse grupo de gene €
necessario para a biossintese da nitrogenase. Os genes H, D e K (nifHDK), sdo genes
estruturais da nitrogenase, responsaveis pela regulacéo da transferéncia de el étrons para a Mo-
Fe-proteina, e reducdo do N, a ambnia (Reis e Teixeira, 2005). A Figura 2 mostra
esquematicamente 0s genes estruturai s da enzima nitrogenase e seus principais reguladores.

nfA B HD K E N X

D D

Figura 2: Desenho esquemético do arranjo dos genes estruturais da enzima nitrogenase (hif
HDK) e seus principais reguladores (nifA, nifB, nif ENX) (Brasil, 2005).

A atividade da nitrogenase em vérios microrganismos diazotréficos € inibida de forma
rapida e reversivel pela adicdo de aménio. Uma vez que 0 custo energético da reacdo de
fixacdo é muito elevado, a atividade da nitrogenase apresenta um alto controle genético sendo
também regulada por fatores ambientais. Em bactérias do género Azospirillum a adicéo de
amonio de 1 a 10 mM em meio de cultura, reduz a atividade da nitrogenase para 10% ou
menos da atividade inicial, aém de cessar a sintese da nitrogenase. Em outros organismos é
observado um declinio gradual da atividade, porém sem inibicdo reversivel das enzimas
presentes (Reis e Teixeira, 2005).

Plantas capazes de formar associacdes com estas bactérias podem obter o nitrogénio,
por meio da fixacdo bioldgica, quando este se encontra escasso nos solos. Dentre 0s sistemas
agricolas gque contribuem para a reciclagem do nitrogénio perdido para a atmosfera, os mais
importantes sdo as simbioses que ocorrem nas plantas leguminosas. Entretanto, outras
associagOes menos perfeitas, como as que ocorrem principalmente com cereais e gramineas,
apresentam também grande importancia, nesta reciclagem, ressaltando-se ainda, que os
cereals representam a base alimentar, principamente dos paises em desenvolvimento
(Dobereiner, 1992).

Como revisado por Baldani e Baldani (2005), a pesquisa da FBN em gramineas no
Brasil foi iniciada por Johanna Dobereiner, alcancando expressividade com a descoberta, em
1958, da Beijerinchia fluminense associada a cana-de-acucar, e em 1966, do Azotobacter
paspali associada a Paspalum notatum cv batatais. Dentre as diversas descobertas que
impulsionaram as pesquisas hesta area podem ser citadas a utilizagdo de meios de cultura
semi-sdlidos, bem como a introdugdo da técnica de reducdo de acetileno.



As bactérias que realizam estas associacfes com gramineas e outras plantas ndo-
leguminosas tém sido caracterizadas como bactérias associativas (Reis et a., 2004). De
acordo com Kloepper et al. (1997), bactérias endofiticas sdo aquelas que podem ser isoladas
de tecidos vegetais superficialmente desinfestados ou extraidas de dentro da planta, e que ndo
causam danos visiveis ou induzem sintomas na planta. O conceito “diazotréfico endofitico”
foi introduzido por Dobereiner (1992) referindo-se a habilidade de alguns diazotréficos que
apresentam uma baixa sobrevivéncia no solo, colonizarem principalmente o interior de raizes
de gramineas e, em associagdo com estas plantas, fixarem nitrogénio. Posteriormente este
gryo foi dividido em endofiticos facultativos, capazes de colonizarem tanto a rizosfera
guanto o interior das raizes porém com baixa sobrevivéncia no solo, enquanto os endofitos
obrigatérios, embora colonizem o interior das raizes e a parte aérea, ndo sobrevivem bem no
solo (Baldani et al., 1987).

Neste tipo de interacdo, como a que ocorre entre cana-de-aglcar e bactérias
diazotroficas, a bactéria coloniza os espacos intercelulares e tecido vascular da maioria dos
6rgaos da planta, sem induzir sintomas de doencas ou formagdo de nodulos. E provavel, que
fatores genéticos da planta hospedeira controlem os processos de infeccdo dos
microrganismos, porém, as vias de sinalizagdo ndo séo claramente entendidas (Vargas et al.,
2003).

Para que as plantas consigam aproveitar os beneficios da FBN, € necessario que 0 N,
fixado pelos organismos diazotréficos sgja liberado em uma forma assimilavel. Em sistemas
com microrganismos de vida livre ou associativa, a disponibilizacdo do N fixado ocorre apds
a morte das células bacterianas e da lise dos constituintes celulares organicos que séo
diretamente absorvidos pelas raizes vegetais através de transportadores especificos (Kennedy
et al., 2004). Algumas espécies como Beijerinckia derxii sGo capazes ndo sO de acumular
como também liberar substéncias nitrogenadas, durante a fase de crescimento estacionario,
em meio de cultura livre de nitrogénio (Myasaka et al., 2003). Em sistemas simbiéticos,
ocorre a transferéncia direta de moléculas contendo o nitrogénio fixado para as vias
metabdlicas vegetais de assimilagdo do nitrogénio (Kennedy et al., 2004). Nos processos de
associacOes entre gramineas e bactérias diazotréficas, a auséncia de estruturas especificas, a
variabilidade no estabelecimento e no funcionamento das associagdes e as dificuldades na
guantificacdo da FBN no campo, tém dificultado as investigacdes (Patriquin et al., 1983).

25 Bactérias Diazotr 6ficas

Bactérias fixadoras de nitrogénio associativas colonizam a rizosfera e o interior das
células corticais das plantas hospedeiras (Kenedy, 2001), penetram na endoderme e colonizam
0s vasos condutores, podendo entdo, atingir a parte aérea (James et al., 1999). Estas bactérias,
pertencentes principamente ao grupo das R-Proteobacteria, estéo incluidas em diferentes
géneros. As plantas hospedeiras destas bactérias s8o monocotiledéneas, como trigo, milho,
arroz, cana-de-agUcar, e poucas dicotiledéneas (Kennedy, 2001).

Dentre as bactérias diazotréficas que formam associagdo do tipo endofitica com
gramineas, podem ser citados os géreros Azospirillum, Gluconacetobacter, Herbaspirillum,
Azoarcus e Burkholderia (Baldani et al., 1999, Reis et al., 2000).

A primeira espécie de Azospirillum foi descrita por Beijerinck (1925). Em 1976, J.
Dobereiner e IM Day isolaram esta bactéria e foram ¢s primeiros a relatar que a mesma
estava presente na rizosfera de diversas gramineas tropicais (Bashan e Levanony, 1990).
Desde esta redescoberta, as espécies de Azospirillum ganharam a reputagdo de serem as
bactérias associativas de plantas mais estudadas. As espécies A. brasilense, A. lipoferum e A.
amazonense ocorrem em cereais (milho, sorgo, trigo e arroz), em forrageiras, cana-de-agucar
e amostras de solos rizosférico. Além destas também sdo conhecidas outras trés espécies
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fixadoras de nitrogénio: A. doebereinerae (Ecketrt et al., 2001), A. halopraferens (Reinhold et
al., 1987) e A. irakense (Khammes et al., 1989).

Gluconacetobacter diazotrophicus € encontrada no Brasil e em véarios paises com uma
sobrevivéncia muito baixa no solo sendo propagada via tolete de cana ou mesmo na palha da
prépria cultura, em esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes no solo ou por
insetos (Baldani et al., 1999). Esta bactéria apresenta uma certa tolerancia ao amonio, nao
apresentando inibicao da atividade da nitrogenase por nitrato, o que representa uma vantagem
ecologica e agrondémica, porque permite complementar a contribuicdo da fixac&o bioldgica
com a fertilizagdo nitrogenada aplicada ao solo (Boddey et al., 1991).

Bactérias do género Azoarcus foram primeiramerte isoladas da graminea Kallar
(Leptochloa fusca L.) cultivada em solos salino-sodicos do Paquistdo (Reinhold-Hurek et al.,
1993). A ocorréncia natural deste género, em associacdo com plantas de arroz também foi
demonstrada (Engehard et a., 2000), porém ndo ha relatos no Brasil. Os principais
representantes fixadores deste género sdo: A. indigens e A. communis (Reinhold-Hurek et al.,
1993).

O género Herbaspirillum apresenta atualmente onze espécies, sendo quatro fixadoras
de nitrogénio: H. seropedicae (Baldani et al., 1986); H. rubrisubalbicans (Baldani et al.,
1996); H. frisingense (Khirchhof et al., 2000); H. lusitanum (Valverde et al., 2003). A espécie
Herbaspirillum seropedicae, primeira espécie descrita do género, foi isolada de arroz, milho e
sorgo (Baldani et al., 1986), enquanto H. rubrisubalbicans estd mais restrita a plantas de cana-
de-aclcar, sendo a espécie causadora da doenca estria mosgueada na variedade susceptivel b-
3462 (Olivares et al., 1996).

Apesar da grande diversidade do género Burkholderia, poucas sdo diazotroficas: B.
vietnamiensis (Gillis et al., 1995), B. kurkuriensis (Zhang et al., 2000), B. tropica (Reis et al.,
2004), B. phymatum (Vandamme et al., 2002), B. uname (Cabalero-Melado et al., 2004). Uma
outra espécie, “Burkholderia brasilensis” estd sendo proposta. AvaliacOes através da técnica
de Andlise de Restricdo de RNA Ribossomal Amplificado ARDRA) demonstraram que a
estirpe M130 apresenta 99,9% de homologia com o padréo obtido pela estirpe KP23 de B.
kurkuriensis (Estrada de Los Santos et a., 2001), sugerindo que estas duas estirpes talvez
sgam representantes da mesma espécie. A este respeito, experimentos de homologia
DNA:DNA estdo sendo redlizados (Baldani e Baldani, 2005). Até 1999, acreditava-se que 0s
diazotréficos do género Burkholderia tinham ocorréncia mais restrita as plantas de arroz, onde
s80 encontradas em elevado numero (Baldani et al., 1999). Atualmente, bactérias deste género
tém sido encontradas como a espécie predominante nos nédulos de diversas leguminosas
(Moulin et al., 2003; Barret e Parker, 2005).

Resultados obtidos por diversos pesquisadores demonstram que, a inoculagdo com
diazotroficos € capaz de promover o crescimento da planta hospedeira por mecanismos ainda
nao completamente esclarecidos, mas provavelmente associados a0 aumento de massa
radicular, nutricdo nitrogenada ou aumento na eficiéncia de absor¢éo de nutrientes do solo,
entre outros (Bashan et al., 2004).

O conceito original de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP)
compreende bactérias colonizadoras de raizes que causam promocao de crescimento ou que
atuam no controle biolégico de doencgas de plantas. O mais bem estudado sistema RPCP € o
género Azospirillum. A inoculacdo deste género resulta em promocdo de crescimento de
raizes, com aumento no comprimento, no nimero de pélos radiculares e na érea radicular.
Estes efeitos nas raizes geralmente séo dependentes da producéo de &cido indol acético (AlA)
pela bactéria. Contudo, o AIA ndo é o Unico efeito positivo observado e, embora a FBN sgja
excluida na promoc&o de crescimento, sua contribuicéo € controversa. Uma hipétese aditiva
para explicar os mecanismo de promogdo de crescimento por Azospirillum foi proposta. A
hipétese estabelece que enquanto um simples mecanismo pode atuar @ara a promocao de
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crescimento, a completa magnitude da promocé&o de crescimento resulta do efeito aditivo de
diversos mecanismos que atuam durante o processo de crescimento (Klopper, 2003).

Experimentos com balanco de nitrogénio e diluicgo isotdpica de °N, sugerem que a
transferéncia de nitrogénio através da FBN é significativa, embora outros fatores, tais como, a
producdo de &cido indol acético, também possam beneficiar o crescimento da planta
(Kennedy, 2001). Efeitos hormonais, fixagdo bioldgica de nitrogénio e interferéncia na
assimilacdo do nitrogénio podem ser observados durante a associacdo (Patriquin et a., 1983),
no entanto, freqlientemente, respostas negativas também sdo obtidas. E apesar de todos os
esforcos empregados, ainda ndo foi possivel determinar o real papel desempenhado pelas
bactérias associativas e/ou endofiticas na associacdo com as plantas ndo-leguminosas (Baldani
e Baldani, 2005).

Trabalhando em condi¢cbes axénicas, Radwan et a. (2004) observaram que a
inoculagdo de estirpes de Herbaspirillum em plantulas de trigo (cv. BEM16) crescendo em
meio de cultivo suplementado com triptofano, levou a reducdo do comprimento e da area
radicular, comparavel a aplicagdo de 100 uM de AIA ao meio de cultivo. As estirpes de
Azospirillum, incluindo uma nutante ndo fixadora de nitrogénio (Nif’), tiveram um efeito
mais acentuado, tanto nas plantulas de trigo quanto nas de arroz (cv. IR42), produzindo
efeitos similares a aplicacdo de 250 UM de AIA. No entanto, sem a adi¢do de triptofano ao
meio, estes efeitos somente foram observados nas plantulas de arroz, porém de uma forma
bem menos expressiva.

Em funcéo da variabilidade e inconsisténcia nos experimentos de inoculacéo, o Brasil
ainda ndo apresenta uma producdo comercial de inoculantes para plantas ndo-leguminosas,
embora outros paises ja comercializem inoculantes com bactérias do género Azospirillum
(Baldani e Baldani, 2005). Apesar deste fato, Azospirillum pode ser considerado um excelente
modelo para estudos genéticos de bactérias associativas de plantas em geral (Bashan e
Holguin, 1997).

26 Arroze Bactérias Diazotr6ficas

O arroz, Oryza sativa L., € uma espécie hidréfila que em fungdo do seu processo
evolutivo, é capaz de se adaptar as mais variadas condicdes ambientais (Vieiraet a., 1999). E
uma planta monocotiledénea, da familia Poaceae (antiga Graminea), adaptada ao ambiente
aquético devido a presenca do tecido aerénquima, que permite a circulacéo do ar dentro da
planta, e consequentemente entre a aimosfera e arizosfera (Lima et al., 2002).

O género Oryza é constituido por 20 espécies conhecidas, sendo Oryza sativa a mais
cultivada. Originéria do sudoeste da Asia tem como subespécies mais importantes a indica,
gue apresenta gréos longos e finos, a japonica, de gréos longos e espessos A cultura
desenvolve-se nos mais diversos solos: de distréficos a eutréficos, a textura pode variar de
arenosaaargilosa, o pH de 3 a 10 e o teor de matéria organica de 1% a 50%. O arroz também
€ exposto a dinamicas mudancas de umidade, que variam de solos secos a alagados. A textura
do solo afeta a umidade mais do que a topografia, podendo entdo afetar mais a cultura. A
freqiéncia e a duragdo do estresse de agua ndo sdo afetadas sO pelo regime de chuvas, mas,
também, pela capacidade de armazenamento do solo (Moreira e Kluge, 1999).

Mais de 50% da populagdo mundial tém o arroz como parte de sua dieta bésica, sendo
gue a maior area de plantio e consumo esta localizada no continente asiético. Também ocupa
uma posicéo de destague na dieta do povo brasileiro, sendo consumido por todas as classes
sociais, principamente pelas de baixa renda (Fageria et al., 2003). O arroz pode ser cultivado
sob diferentes sistemas. &) arroz irrigado, plantado em vérzeas sistematizadas, apresentando
irrigacéo controlada por uma lamina d’ agua; b) arroz de terras altas (sequeiro), plantado em
areas mais altas, dependendo exclusivamente das chuvas para 0 seu desenvolvimento; c) arroz
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cultivado em condi¢des de varzeas Umidas e em areas favorecidas pela irrigagdo por aspersao
(Limaet al., 2002).

No Brasil, o0 arroz, ocupa uma area total de 3 milhGes de tectares, com uma producéo
de 11 milh&es de toneladas de graos, e um rendimento médio de 3,9 tonha (IBGE, 2006). A
maior parcela de producdo de arroz no Brasil é proveniente das varzeas, onde a orizicultura
irrigada é responsavel por 69% da producdo nacional, ocupando 31% da &rea cultivada com
arroz. No territério brasileiro, ha 33 milhdes de hectares de varzeas, com topografia e
disponibilidade de &gua, propicias a producdo de alimentos, entretanto, apenas 3,7% dessa
area sdo utilizadas para a orizicultura. Na regido tropical a area cultivada com arroz irrigado
estd ao redor de 13% apenas, propiciando cerca de 11% da producéo total brasileira neste
ecossistema (Fageria et al., 2003; Embrapa Arroz e Feij &o, 2006).

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz se destaca pela producéo e
area de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto em nivel econdmico quanto social. E
considerado o produto de maior importancia econbmica em muitos paises em
desenvolvimento, congtituindo-se o aimento bésico de cerca de 2,4 bilhdes de pessoas. O
arroz € a fonte priméria de energia e proteina para os povos das nacfes mais populosas da
Asia, Africa e América Latina. Considerado um dos alimentos com melhor balanceamento
nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita necessaria ab homem,
sendo a espécie com maior potencial de aumento de producdo e, possivelmente de combate a
fome do mundo (Embrapa Arroz e Feijdo, 2006).

Além disto, res Ultimas décadas, em funcdo do aumento das pesquisas sobre fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN) em plantas ndo-leguminosas, o arroz tem obtido um novo
destaque. A associacdo do arroz com bactérias diazotréficas, capazes de transformar o
nitrogénio atmosférico (N2) em aménia, aumenta a disponibilidade de nitrogénio para a
cultura, e o arroz inundado, um sistema ambiental altamente complexo, permite que diferentes
microrganismos diazotréficos se desenvolvam. O gradiente de oxigénio ao redor das raizes,
formado nos cultivos de arroz em solos inundados, permite o desenvolvimento de varios
grupos de diazotroficos com diferentes mecanismos de protegdo da nitrogenase contra o
oxigénio, em microzonas onde a concentracdo de O, é 6tima (Oliveira, 1992). Uma das razbes
para considerar 0 arroz como um dos promissores candidatos para a pesquisa de fixagéo
biolégica de nitrogénio € a observacdo que o status de nitrogénio das terras inundadas, sob
cultivo de arroz, € mantido pela ata atividade das bactérias fixadoras de nitrogénio, que
encontram um ambiente favoravel para o seu crescimento nos sistemas submersos de arroz
(Mirza et al., 2000). Um grande nimero de bactérias fixadoras de nitrogénio estéo presentes
na cultura do arroz irrigado e os géneros presentes variam em fungdo do nicho, aerébio (raiz
da planta e superficie da &gua) ou anaerébio (&gua, superficie e dentro do solo). Esta
diversidade de microrganismos fixadores de N, dificulta a identificacdo e a avaliagdo da
participacdo de cada individuo neste processo (Siqueirae Franco, 1988).

Outro fator relevante que pode estar presente na cultura do arroz inundado € a
incorporacdo de N a0 sistema pela espécie Azolla. Na simbiose entre esta planta e
Anabaena/Nostoc, o simbionte se localiza na cavidade foliar do vegetal e atrocade N, fixado
por fotoassimilados é realizada por meio de pélos de transferéncia (Reis et a., 2006). Em
cultivos de arroz, as taxas de FBN por bactérias de vida livre e associativas, sdo baixas
comparadas com as taxas de FBN em Leguminosas, enquanto Azolla demonstra uma
produtividade intermediaria (Tabela 1). Porém a exploragéo da Azolla nem sempre é possivel.
A Azolla é sujeita a uma ampla taxa de estresses hidticos e abidticos, sendo dificil a
manutencdo dos indculos durante a estacdo seca, entre outros. Além disto, a Azolla apresenta
diferentes usos que freglentemente sdo mais utilizados pelos agricultores, do que a
manutencdo do “status’ de nitrogénio para o arroz (Bennett e Ladha, 1992).

13



Tabela 1. Estimativa para a fixacéo de N, para diversos sistemas fixadores

Sistema de Fixacdo de N> Bactéria Taxa Max. de N fixado
(KgN/ha)
Bactérias de vida livre/ associativas
Arroz-cianobactéria Anabaena, Nostoc 80
Arroz-bactérias associativas Pseudomonas 30
Cana-bactérias associativas Gluconacetobacter 160
Simbiose

Arroz-Azolla Anabaena 100
Soja rizébio 237

Fonte: Bennett e Ladha, 1992

Experimentos para avaliacéo dos efeitos da inoculagéo de bactérias diazotréficas em
plantas de arroz estdo sendo realizados, no entanto, no Brasil, poucos grupos de pesquisa
estdo envolvidos, destacando-se a Embrapa Agrobiologia (Seropédica-RJ), como um dos
principais centros onde este tipo de pesquisa € desenvolvido.

Dentre os resultados obtidos, Oliveira (1994) observou através da técnica de diluicéo
isotopica de °N, que a cultivar de arroz IR42 apresentou o menor enriquecimento de N,
obtendo uma contribuicdo da FBN de 29,7%, quando comparada a cultivar 1AC4440, que
apresentou a menor contribuicdo, tendo sido por isto utilizada como testemunha ndo-fixadora
nos célculos de estimativa da FBN. Dados estes, confirmados por Campos et al. (2003),
utilizando a mesma metodologia. Apesar das diferencas na contribuicdo da FBN, uma
correlacdo com o numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas presentes nas duas
cultivares ndo foi observada (Campos, 1999). Do mesmo modo, Boddey (1995) observou que
apesar do arroz receber contribuicdes significativas da FBN, existem diferencas entre as
cultivares, que ndo estéo relacionadas a presenca de um alto nimero de células de bactérias
diazotrdficas associadas as raizes da cultura.

Diversas bactérias fixadoras de nitrogénio foram isoladas de tecidos superficialmente
desinfestados de plantas de arroz. Trabalhos nas Filipinas, Paquistdo e Brasil, demonstraram
gue algumas variedades de arroz inundado (principalmente a IR42) podem obter através da
FBN mais de 30% da sua necessidade de N. Dentre os diazotroficos endofiticos, um dos mais
promissores em termos de FBN em plantas de arroz € H. seropedicae (James et al., 2002).

Plantas de arroz em condi¢cBes de campo apresentaram variabilidade nas respostas
guando inoculadas com estirpes de Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia sp. A estirpe
ZAE94 (BR11417) de H. seropedicae propiciou 0s maiores e mais consistentes resultados em
duas variedades de arroz (Baldani et al., 1999). Através de dados de diluicdo isotépica de °N,
Baldani et al. (2000) demonstraram que duas estirpes de H. seropedicae, ZAE94 e ZAEG67,
contribuiram com 54% e 31%, respectivamente, em condicfes axénicas, e em até 18% em
experimentos em casa de vegetacao.

Interacdo entre estirpes de bactérias diazotroficas e cultivares de arroz foi observada
por Guimarées et al. (1999), em experimento de campo, onde a inoculagdo da variedade
Guarani levou a aumento de 60% (ZAE94 - H. seropedicae) e 38% (M130 - Burkholderia
sp.). Em trabalho posterior, em condi¢des similares, a cultivar 1AC4440 inoculada com a
estirpe M209 de Burkholderia sp, aumentou em 54% a producdo de gréos, enquanto na
cultivar IR42 o resultado foi menos expressivo (Guimardes et a., 2002). Em condicoes
axénicas, James et al. (2002) observaram que com a adi¢céo de malato de sddio, como fonte de
carbono a0 meio de cultivo, as cultivares IR42 e IR72 mostraram atividade da nitrogenase,
avaliada através da atividade de reducdo de acetileno (ARA) e aumento na biomassa seca
acumulada em relagdo ao controle ndo-inoculado. No entanto, somente a cultivar IR42
mostrou aumento (30%) no contetido de N, incorporando quantidade significativa de 1°Ns.
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A disponibilidade de nitrogénio no solo para a planta é outro fator que influencia a
FBN. Diversos autores tém demonstrado que a aplicacéo de uma dose de N sub-6tima para a
maxima producao, tem proporcionado os maiores ganhos em termos de FBN em plantas de
arroz (Sabino, 2003; Guimaraes, 2006). Recentemente, Guimardes (2006) observou que a
cultivar IR42 pode obter um aumento de 48% na producdo de gréos quando foi inoculada com
bactérias diazotroficas e recebeu uma adubacio de 50 kgN.ha™.

Através da técnica do NMP (ndmero mais provavel), diversos pesquisadores ja
constataram que o nimero de bactérias diazotréficas presentes nas plantas de arroz € muito
maior nas raizes, quando comparado ao caule e folhas, sendo que no periodo de florescimento
este numero atinge valores maximos (Baldani, 1984; Boddey, 1995, Baldani, 1996;
Guimarées, 2001; Rodrigues, 2006, Sabino, 2003). Oliveira (1992) observou que em plantas
de arroz o maior numero de diazotroéficos é observado na base do colmo durante o periodo de
florescimento da planta. Estas variagOes, nas populacdes de bactérias diazotréficas, séo
acompanhadas por variacfes na atividade da enzima nitrogenase avaliada através da atividade
de reducéo de acetileno (ARA) (Boddey, 1995).

Apesar de ser possivel isolar um grande nimero de bactérias dos tecidos de arroz,
poucas, em torno de 10%, sdo diazotréficas, o que dificulta o isolamento e a determinacéo da
bactéria responsavel pela FBN (James et al., 2000). Rodrigues et a. (2006) observaram que
76% dos isolados obtidos em um experimento realizado com as cultivares de arroz IR42 e
IAC4440, pertenciam ao género Burkholderia, enquanto o género Herbaspirillum foi
representado por apenas 18% dos isolados, tendo a cultivar IR42 apresentado 0 maior nUmero
de isolados (cerca de 61% do total). O restante dos isolados foi posteriormente identificado
como pertencentes ao género Sohingomonas (Videiraet al., 2004).

Knauth et al. (2005), demonstraram pela primeira vez, perfis de mRNA dos genes para
nitrogenase em cultivares de arroz. Os autores observaram que os perfis baseados no DNA e
no RNA diferiram entre si, sugerindo que ha presenca do diazotréficos ndo necessariamente
coincide com transcritos ativos de genes nif. Os autores também perceberam que 0s
diazotrdéficos ativos ndo estavam relacionados a estirpes culturévels, e que ha uma diferenca
entre as variedades de arroz na comunidade de genes nif expressos.

2.7 Metabolismo de Nitrogénio e Fixacao Biologica de Nitrogénio

Em leguminosas, a sacarose formada por meio da fotossintese é a principal fonte de
energia para o0 nédulo, e metabolizada enzimaticamente no citoplasma vegeta a
descarboxilados que iréo suprir a demanda energética dos bacterdides ativos na FBN. Outros
compostos reduzidos de carbono estdo em abundancia nos nédulos, e é provavel que ocorra a
utilizacdo de mais de um composto, bem como variagdes qualitativas no fornecimento de
compostos energéticos, de acordo com o desenvolvimento do nédulo e a espécie vegetal. A
energia dos compostos descarboxilados € utilizada na forma de poder reduor e ATP para
catalisar a reducdo de N, & amdnia pela enzima nitrogenase. A aménia produzida € liberada
pelo bacterdide por difusdo simples e é assimilada pela enzima glutamina sintetase (GS) no
citoplasma da célula infectada, convertendo a amoénia em glutamina. Em seguida ocorre a
acdo da enzima GOGAT, que converte a glutamina em glutamato. A enzima GOGAT
apresenta atividade bastante elevada nos noédulos, garantindo uma concentragdo muito baixa
de amdnia no citoplasma da célula infectada e o consequiente efluxo da ambnia presente nos
bacterdides. O glutamato contendo o nitrogénio derivado da FBN € usado na sintese de
compostos aminados que serdo utilizados para suprir outros tecidos da planta. A molécula
usada no transporte de nitrogénio apresenta variacdo entre diferentes espécies de leguminosas.
Em geral, leguminosas de clima temperado exportam amidas, enquanto leguminosas de clima
tropical exportam ureideos. A forma de assimilagdo do nitrogénio biologicamente fixado nas
relacdes associativas com bactérias dazotréficas, envolvendo gramineas, ndo é conhecida.
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Estudos de balanco de nitrogénio utilizando N comprovarem a contribuicdo de diferentes
espécies de bactérias diazotroficas (destacando-se Azospirillum spp.; Herbaspirillum spp. e
Gluconacetobacter diazotrophicus) em lavouras como arroz, milho, sorgo, trigo e cana-de-
acUcar, entre outras, a forma como ocorre a transferéncia do nitrogénio fixado néo foi
determinada (Reis et al., 2006). Além disso, a maioria desses organismos apresenta outras
formas de promogdo do crescimento vegetal, como a producdo de fitorménios, resisténcia a
estresses, producéo de sideréforos e antibiose, entre outras (Gray e Smith, 2005). Soma-se a
iss0 a inexisténcia de uma estrutura especializada, semelhante aos nédulos, dificultando o
estudo dessas associagOes, e a determinacdo da real contribuicdo de cada mecanismo na
melhoria da nutri¢éo das plantas inoculadas (Reis et al, 2006).

Alguns trabalhos relacionam aspectos fisiolégicos do metabolismo de N de plantas
néo-leguminosas e associacdo com bactérias diazotréficas, entretanto, poucos avangos tém
sido obtidos. Em 1987, Ferreira e colaboradores, trabalhando em um sistema monoaxénico,
observaram que as plantas de trigo inoculadas com estirpes mutantes de Azospirillum
brasilense, deficientes na atividade da enzima nitrato redutase, apresentaram atividade desta
enzima na parte aérea maior do que as plantas inoculadas com a estirpe original (Ferreiraet a,
1987). Os autores sugeriram gue este comportamento pode ter sido devido a uma maior
trandocagdo do nitrato para a parte aérea, nas plantas inoculadas com as mutantes e ao
contrério, uma maior reducdo de nitrato nas raizes, em funcdo da inoculagéo com a estirpe
origina. Ou sgja, a bactéria reduziria o nitrato na raiz, favorecendo a translocacdo do
nitrogénio, ja incorporado em cadeias de carbono, para a parte aérea. Em variedades de cana-
de-aclcar descritas como tendo alta contribuicdo da FBN, Nogueira (2001) sugeriu que existe
uma correlacéo entre a atividade da enzima glutamina sintetase e a atividade de reducéo de
acetileno. Posteriormente, Olivares et al. (2002) em experimento com cana em condigcdes
monoaxénicas, verificou que durante afase inicial do estabel ecimento endofitico das bactérias
Herbaspirillum seropedicae e Glucanoacetobacter diazotrophicus, houve aumento na
atividade da H'-ATPase, em relagdo ao controle ndo-inoculado, que estava relacionado com o
aumento na absor¢do de nutrientes e mudancas na fisiologia das plantas inoculadas. Ribaudo
et al. (2006), observaram que em plantulas de milho a inoculagdo com a estirpe Z152 de H.
seropedicae afetou o0 desenvolvimento da planta, o conteldo de nitrogénio, bem como a
atividade das enzimas de assimilacdo de aménio, GS e GOGAT, indicando que a inoculagdo
desta bactéria tem efeito significativo no metabolismo de nitrogénio de plantulas de milho.

Em geral, estudos sobre fisiologia das bactérias séo realizados em cultura pura. Pouco
se sabe sobre os efeitos in situ e como outros microrganismos afetam a assimilagcdo destas
moléculas. Mesmo nas associagBes com leguminosas, que apresentam nédulos, muito ainda
precisa ser respondido. Nas plantas ndo-leguminosas a auséncia de uma estrutura especifica
dificulta a andlise, uma vez que as bactérias estdo espalhadas por todo o tecido vegetal.
Algumas técnicas, aém da tradiciona atividade de reducdo de acetileno (ARA) e da diluicéo
isotopica do °N, vém sendo empregadas, tais como 0 uso de soros contra a nitrogenase,
buscando localizar a enzima nos cortes de tecido vegetal, ou genes reporter ligados a
reguladores da nitrogenase, para localizar formas ativas da enzima (Reis e Teixeira, 2005).

Como discutido por James et a (2000) vérias questbes ainda permanecem, pois, a)
apesar da nitrogenase ser algumas vezes expressa, e€la esta ativa? b) a transferéncia do
nitrogénio fixado, ocorre diretamente ou somente apds a morte e mineralizacéo das bactérias?
¢) h& carbono suficiente nas plantas para ser transferido para as bactérias ou algumas vezes
elas podem representar um consideravel dreno de energia? d) em uma planta de soja nodulada
ha aproximadamente 10 bacteréides/planta, em plantas de arroz, observa-se em torno de 10°
endofiticos diazotréficos/g de tecido. Seria este nimero suficiente para realizar uma fixagéo
eficiente? e) e caso este nlUmero possa ser aumentado, como fazé-1o sem elicitar uma resposta
de defesa no hospedeiro?
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MATERIAL E METODOS

Cultivaresde Arroz

Foram utilizadas duas cultivares de arroz inundado, 1AC4440 e IR42, contrastantes

guanto ao potencial de fixacdo biolégica de nitrogénio, avaliadas através da técnica de
diluiczo isotépica de °N (Oliveira, 1994; Campos et al., 2003):

3.2

3.3

IR42 — Alto potencial para Fixac&o Biologica de Nitrogénio.
| AC4440 — Baixo potencia para Fixag&o Bioldgica de Nitrogénio.

Caracterizacdo das Bactérias Diazotr oficas Utilizadas

Em todos os tratamentos foram utilizadas quatro estirpes de bactérias diazotrdficas:

BR 11417 (ZAE94) - edtirpe pertencente a espécie Herbaspirillum
seropedicae, foi isolada de raizes desinfestadas de plantas de arroz (Baldani et
al., 1986; 1992).

BR 11340 (M130) — estirpe pertencente ao género Burkholderia, foi isolada de
raizes lavadas de arroz (Oliveira, 1992; Baldani, 1996).

BR 11507 (M2) — estirpe pertencente a espécie Herbaspirillum seropedicae, é
um mutante natural, ndo fixador de N> (Baldani et a., 1996), por isto foi
utilizada como controle negativo para a fixacdo bioldgica de nitrogénio.

BR 11002 (Cd) — estirpe pertencente a especie Azospirillum brasilense. As
espécies do género Azospirillum sdo as bactérias associativas de plantas mais
estudas (Klopper, 2003). Utilizada como controle positivo para a fixagdo
biol6gica de N».

Tratamentos de I noculagdo com Bactérias Diazotr oficas

No presente estudo, as bactérias diazotroficas foram inoculadas nas cultivares de arroz

de formaisolada ou conjunta:

34

estirpe M130

estirpe ZAE94

misturade M130 e ZAE94;

misturade M130 e M2;

misturade ZAE94 e M2;

misturade M130, ZAE94 e M2,

estirpe M2

estirpe Cd

controle (meio de cultura estéril /ndo-inoculado).

Caracterizacdo in vitro das Estirpes de Bactérias Diazotr éficas

As bactérias diazotrdéficas, descritas no item 3.2, foram avaliadas, quanto a producéo

do horménio auxina, bem como o potencia de fixagdo biolégica de nitrogénio, avaliada
através da atividade de reducéo de acetileno.
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3.4.1 Producéo de auxina

A producdo de &cido 3-indol acético (AlIA) das estirpes foi determinada pelo método
colorimétrico descrito por Sarwar e Kremer (1995). As estirpes bacterianas foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo meio de cultivo liquido (sem extrato de levedura, biotina e azul
de bromotimol) contendo 0,1% de KNO3 e colocadas em camara de incubagédo por 16 h a 30°
C sob agitacéo de 200 rpm. Para as estirpes de H. seropedicae e Azospirillum brasilense foi
utilizado o meio INFb e para Burkholderia spp, o meio IMV (Ddbereiner et al., 1995). Apbs
este periodo de cultivo, as densidades éticas (DO) das culturas bacterianas foram gjustadas
(D.0.=0,5) e 2 ml da suspensdo de células foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 100
ml, contendo 28 nmi de meio de cultivo INFb ou JMV acrescido de 1 m de solucdo de
triptofano concentrado (3 mg.ml-1) filtrado em milipore (0,2 nm), obtendo-se assm uma
concentracdo final de 100 mg.ml-1 de triptofano em cada frasco. Os frascos Erlenmeyer foram
mantidos no escuro, devido a fotossensibilidade da molécula de auxina, em camara de
incubacéo a 30° C sob agitacdo de 100 rpm. Foram utilizados trés repeticOes para cada
tratamento bacteriano. Como testemunha foi utilizado o meio de cultivo JNFb ou JMV
acrescido de triptofano estéril. Uma aliquota de 150 m do sobrenadante da cultura foi
dispensada em pocos de microplacas de poliestireno (96 pogos com capacidade de 300 mi
cada). Em seguida foi adicionado 100 m do reagente de Salkowski (1 ml de FeCk.6H,O 0,5
M em 50 m de HCIO4 35 %). Apds 30 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro a 492 nm. Para a determinag@o da concentracdo de AlA foi
utilizada uma curva padréo previamente preparada com concentracfes crescentes de AIA (25,
50, 100, 175, 250, 300 uM).

ApOs a quantificagdo da auxina, 10 il das culturas bacterianas foram centrifugadas a
5000 rpm por 15 minutos a 4°-C e ressuspendidas em 4gua estéril (10 m) para determinar a
concentracdo de proteina (Lowry et al., 1951). As amostras foram diluidas 5 vezes em &gua
estéril (0,1 mL da culturaem 0,4 ml de &gua) e colocadas em tubos de ensaio cobertos com
papel aluminio. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de NaOH 1 M e os tubos foram colocados
por 5 minutos em banho-maria a 100°C para promover a lise celular e a desnaturacdo das
proteinas. Apos o resfriamento, foram adicionados 2,5 m do reagente de Lowry (98 i da
solucdo de 50 g de NaCO; em 1L de agua destilada + 1 m da solucéo de 10 g de CuSO,4.5
H.O em 1 litro de &gua destilada + 1 m da solucdo de 20 g de tartarato duplo de sodio e
potassio em 1 litro de &gua destilada). Apds a homogeneizacdo, os tubos foram incubados no
escuro por 10 minutos. Apos este periodo, 0,5 m do regente de Folin-Ciocalteu (Sigma F
9252) 1 M, foi adicionado aos tubos que foram imediatamente agitados e incubados no escuro
por 30 minutos. Apds a incubacdo, a absorbancia foi analisada no espectrofotémetro a 750
nm. A concentracdo de proteina foi estimada por uma curva padrdo feita com concentracfes
crescentes de proteina Albumina do Soro Bovino (BSA) (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
135, 150 ng/m).

3.4.2 Atividade dereducao de acetileno

A atividade da nitrogenase foi avaliada pela técnica de reducéo de acetileno (ARA),
como descrito por Reis (2002). As culturas bacterianas foram crescidas em meio de cultivo
(sem extrato de levedura, biotina e azul de bromotimol) contendo 0,1% de KNO3 e colocadas
em camara de incubagdo por 16 h a 30° C sob agitacéo de 200 rpm. Em seguida, frascos com
volume de 10 ml contendo 5 m de meio semi-solido (sem biotina, sem azul de bromotimol e
sem fonte de nitrogénio) foram inoculados com 50 ml da cultura (com densidade Gtica
gjustada para 0,5) e incubados a 30°C. Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento e o
controle ndo inoculado. ApOs este periodo, os frascos foram vedados usando-se uma rolha de
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borracha perfurdvel (Suba Seal) e 1 m de acetileno foi introduzido com auxilio de uma
seringa, resultando em uma atmosfera de incubagdo com 20% (1 ml em 5 ml) de acetileno
necessaria para saturar a enzima nitrogenase e se obter a maxima ARA. Os frascos foram
incubados a 30° C por 1 h. Posteriormente, 0.5 il da atmosfera dos frascos foi retirado com
auxilio da seringa e injetado no cromatégrafo de gas Perkin Elmer equipado com um detector
de ionizagcdo de chama modelo F11 para determinar a concentragcdo de etileno na amostra. O
resultado foi obtido através de um integrador digital PE Nelson modelo 1022.

Apébs adeterminagcdo da ARA, 0,5 ml de NaOH 10 M foi introduzido nos frascos (com
5 ml de cultura bacteriana),em seguida, os frascos foram homogeneizados em um agitador e
colocados em banho- maria a 100~"C, durante 5 minutos. Apos o resfriamento, 0.25 mL da
amostra bacteriana foi diluida em 0.25 M do meio ndo inoculado (processado conforme
descrito acima) em tubos de ensaio cobertos com papel aluminio para a quantificacdo de
proteina conforme Lowry et al. (1951).

3.5  Promocéo de Crescimento de Plantulas de Arroz por Bactérias Diazotr éficas

3.5.1 Condicdes axénicas

Para avaliacdo do efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficas no crescimento de
plantulas de arroz, foram redlizados dois experimentos em condicbes axénicas. Os
experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio com capacidade para 120 ml, contendo
60 ml de solucdo de Hoagland e Arnon (1950), sem nitrogénio, acrescido de 6 ml/I de agar.
Nitrogénio, na forma de NH4;NO3 foi aplicado na concentragdo de 25mg/l (correspondendo a
uma dose de 50 kgN.ha'!), em metade dos tubos contendo a solucéo de Hoagland. Os tubos
foram tampados com rolhas de agoddo e esterilizados em autoclave. As sementes
superficialmente desinfestadas e pré-germinadas (Dobereiner et al., 1995) das cultivares IR42
e IAC4440 foram plantadas na superficie da solucéo de Hoagland agarizada solidificada (ja
acrescido dos diferentes tratamentos), em capela com ventilagdo forcada, e os tubos foram
mantidos em cdmara de crescimento até o final do experimento (30 dias).

O primeiro experimento consistiu na aplicacdo de concentragbes conhecidas e
crescentes de &cido indol acético (AlA) asolucéo de Hoagland, de modo a avaliar o efeito de
compostos indélicos no crescimento das plantulas de arroz, utilizando este como comparacéo
ao efeito promovido pela inoculacéo das estirpes de bactérias no segundo experimento. A
solucdo estéril de AIA (0, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 uM) foi aplicada a solucdo de
Hoagland ap0s a esterilizacdo e antes da solidificagdo do agar (40 a 45°C). Foram utilizadas
sas repeticdes, em um delineamento inteiramente casualizado em um arranjo fatorial com
duas cultivares, duas doses de nitrogénio e sete doses de écido indol acético.

O segundo experimento consistiu na inoculacdo de estirpes de bactérias diazotroficas
dos géneros Herbaspirillum (ZAE94, M2), Burkholderia (M130) e Azospirillum (Cd), a
solucdo de Hoagland. As estirpes foram crescidas em meio Dygs modificado (D6bereiner et
a., 1995) por 18h a 30°C. Foram adicionados 2 ml de cada cultura bacteriana (com as
densidades 6ticas previamente gjustadas) a solucdo de Hoagland estéril, antes da solidificacéo
do agar (40 a45°C). Nos tratamentos de inoculacdo com mais de uma estirpe foram utilizados
1 ml de cada cultura bacteriana. No tratamento controle foi utilizado meio Dygs estéril. Foram
utilizados todos os nove tratamentos de inoculagdo descritos no item 3.3. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em um aranjo fatorial com duas cultivares de
arroz, nove tratamentos de inoculacdo, duas doses de nitrogénio e quatro repeticoes.
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3.5.2 Condicdes nao-axénicas

Um experimento em copos plasticos, com capacidade para 700 g, contendo 500 g de
areiafoi realizado com as cultivares IR42 e | AC4440, inoculadas ou ndo com a suspensdo dos
tratamentos bacterianos descritos no item 3.3. As sementes das duas cultivares foram
inoculadas com as bactérias diazotréficas, utilizando-se inoculante turfoso como veiculo.
Foram plantadas duas plantas por copo, deixando-se uma apds o desbaste. Cada copo foi
adubado com 1 ml de uma solucéo de (NH,)2SO4, contendo 12,5 g N/I, correspondendo assim
auma dose de 50 Kg N.ha?, e recebeu semanal mente, uma suplementacso mineral através da
aplicacdo de solugdo de Hoagland sem nitrogénio. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso com quatro repeticdes, em um arranjo fatorial com duas cultivares de arroz e nove
tratamentos de inocul agéo.

A coletafoi realizada aos 50 dias ap6s o plantio.

O acumulo de biomassa fresca foi obtido por pesagem da parte aérea e raiz, logo apos
a coleta. JA o acumulo de massa seca, foi obtido apds secagem em estufa de circulacdo
forcada a 60°C por 48h.

Para a andlise das raizes foi utilizado o Sistema Integrado para Andlises de Raizes e
Cobertura de Solos - SIARCS? desenvolvido pela EMBRAPA — CNPDIA (pedido de patente
protocolado junto a0 INPI sob o nimero 004276). Para a captura das imagens s raizes
lavadas foi realizada a separacdo e preparacdo das raizes para a digitalizagdo. As raizes das
plantas foram guardadas em sacos plasticos, mantendo-se as mesmas umedecidas e em
geladeira, sendo utilizadas para as andlises de &rea e volume através do programa SIARCS.
As raizes foram lavadas espalhadas sobre um “scanner” de mesa, sem sobreposicdo. A partir
das imagens digitalizadas foi determinado o comprimento total e a &rea ocupada pelas raizes.

Terminada estas quantificacfes, as raizes foram secas em estufas e a biomassa seca
radicular e o conteido de nitrogénio foram avaliados.

3.6 Producdo de Grédos por Cultivares de Arroz Inoculadas por Bactérias
Diazotrdficas

Para avaiar o efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficas na producdo das
cultivares de arroz, foi realizado um experimento em vasos com capacidade para 4 kg,
utilizando-se os primeiros 20 cm do horizonte A de um Planossolo Série Ecologia.

A adubacdo foi realizada em funcéo da andlise de solo (Tabela 2) e todos o0s vasos
receberam uma dose de nitrogénio correspondente a 50 kg N ha*.

Tabela 2: Andlise quimica da amostra de solo utilizado para o plantio de arroz.

pH em agua (solo) Al CatMg Ca Mg P K
----------- cmol/dn------------- ----mg/dn----
5,8 0,2 15 0,9 0,6 6 27

As sementes das cultivares de arroz IR42 e I1AC4440 foram inoculadas com as
bactérias diazotroficas, utilizando-se inoculantes turfosos contendo os tratamentos bacterianos
descritos no item 2.1. Foram plantadas quatro sementes em cada vaso, deixando-se trés
plantas apds o desbaste. Vinte dias apis 0 plantio, uma lamina de agua de aproximadamente
doiscm foi adicionada e mantida durante todo o experimento.

O ddineamento experimental foi o0 de blocos ao acaso, com quatro repeticdes, em um
arranjo fatorial com duas cultivares de arroz e nove bactérias.
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A coleta foi redlizada na fase de maturacdo de cada cultivar, quando os gréos
apresentaram-se maduros. Foram avaliados a producéo total e o acimulo de nitrogénio nos
grdos com e sem casca (Tedesco, 1983). Duzentos miligramas do material seco e moido
foram adicionados em tubos de digestdo. Ao material seco e moido, em capela com exaustor,
foi adicionado 1 ml de H,O, 30%, 1,5 m de H,SO,; concentrado e 0,7 g da mistura
catalisadora (100 g de N&SOy, 10 g de CuS0O4.5H,0 e 1 g de selénio). As amostras foram
deixadas no digestor, sob temperaturas crescentes até a total digestdo do materia quando
foram destiladas por arraste a vapor e tituladas com H,SO4 padronizado, para a determinagéo
do teor de nitrogénio (%N) acumulado na parte aérea da planta. O acimulo total de nitrogénio
foi obtido pela multiplicacdo do teor de nitrogénio pela biomassa seca da parte aérea.

3.7 Desenvolvimento de Cultivares de Arroz | noculadas com Bactérias Diazotr 6ficas

Para avaliar 0 efeito da inoculacdo das bactérias diazotroficas ao longo do ciclo das
cultivares de arroz foi realizado um segundo experimento em vasos com solo, com as mesmas
condicdes do experimento para avaliacéo da producéo (Item 3.6).

Em func&o da inconsisténcia observada nos resultados obtidos para inoculagdo com a
mistura de estirpes de bactérias diazotroficas nos experimentos anteriores e da propria
viabilidade de realizacdo das andlises, neste experimento, ndo foram utilizados os tratamentos
bacterianos que constavam com a mistura de bactérias. De modo que as sementes das
cultivares de arroz IR42 e IAC4440 foram inoculadas com as bactérias diazotréficas,
utilizando inocul antes turfosos, contendo as bactérias Herbaspirillum seropedicae (ZAE94 e
M2), Burkholderia spp. (M130) e Azospirillum brasilense (Cd). O tratamento controle foi
obtido pela peletizacdo das sementes com turfa umedecida com meio Dygs estéril (Ddbereiner
et d., 1995).

Foram plantadas quatro sementes em cada vaso, deixando-se trés plantas apos o
desbaste, vinte dias ap6s o0 plantio, e uma |amina de &gua de aproximadamente 2 cm foi
adicionada e mantida durante todo o experimento.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso, com quatro repeticoes,
em um arranjo fatorial com duas cultivares de arroz, cinco bactérias e trés épocas de coleta.

A primeira coleta realizada foi no periodo vegetativo (50 dias). E as demais coletas
(florescimento e maturacao) foram realizadas em funcéo do ciclo de cada cultivar. De cada
vaso, contendo trés plantas, uma planta foi cortada, separando-se raiz, colmo e folha, que
foram identificados, enrolados em papel aluminio e congelados em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente transferidos para o superfreezer ¢70°C), onde permaneceram guardados até
serem redlizadas todas as analises de atividade da enzima glutamina sintetase. Uma segunda
plantafoi retirada para andlise do acimulo da massa fresca e seca, bem como posterior analise
de acimulo de nitrogénio, nas raizes, colmos e folhas das plantas. A terceira e Ultima planta,
também foi cortada em raiz, colmo e folha, e destas partes foram retiradas amostras de 1 g
(com excegdo das folhas onde se retirou 0,5 g), que foram acondicionadas em potes de vidros
contendo etanol 80%, que foram guardados em geladeira para a andlise de compostos
nitrogenados. O material restante desta terceira planta, foi reunido, em funcdo dos
tratamentos, de modo a se obter uma amostra composta, para a realizacdo da contagem de
bactérias pelo método do nimero mais provavel.

3.7.1 Contagem de bactérias diazotr oficas

A contagem do nuimero de bactérias diazotréficas foi realizada pelo méodo do
Numero Mais Provavel (NMP), em raizes e parte aérea das plantas. O materia (10g) foi
lavado e triturado em liquidificador por 1 minuto, com 90 ml de lugdo salina. Na etapa
subseqiiente, 0 material resultante foi diluido em solucdo salina até 10°®. Em seguida, 0,1 mL
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de cada diluicdo, foi inoculada no centro do frasco contendo 5 ml do meio semi-solido JNFb
(H. seropedicae e A. brasilense) e IMV (Burkholderia spp) e incubados a 30°C por 57 dias.
A contagem dos microrganismos foi baseada na presenca ou auséncia da pelicula
caracteristica, utilizando-se para o calculo, atabela de McCrady (Dobereiner et al., 1995).

3.7.2 Acumulo de massa fresca eseca

A biomassa fresca foi avaliada por pesagem, logo apés a coleta das plantas. A biomassa
secafoi obtida apds secagem em estufa de circulacdo forcada a 60°C por 48h.

3.7.3 Acumulo de nitrogénio

O total de nitrogénio acumulado na parte aérea das plantas, foi determinado conforme
descrito por Tedesco (1982). Onde 200 mg do material seco e moido foram adicionados em
tubos de digestdo. Ao material seco e moido, em capela com exaustor, foi adicionado 1 ml de
H202 30%, 1,5 ml de H,SO,4 concentrado e 0,7 g da mistura catalisadora (100 g de N&SO4, 10
g de CuSO4.5H,O e 1 g de selénio). As amostras foram deixadas no digestor, sob
temperaturas crescentes até a total digestdo do material quando foram destiladas por arraste a
vapor e tituladas com HSO, padronizado, para a determinacdo do teor de nitrogénio (%N)
acumulado na parte aérea da planta. O acimulo total de nitrogénio (N-total) foi obtido pela
multiplicacéo do teor percentual pela biomassa seca da parte aérea.

3.7.4 Fracg0es soluveis

Para avaliar as fracOes solUveis presentes nos tecidos vegetais foi realizada uma
extracdo alcodlica no material vegetal fresco, segundo metodologia descrita por Fernandes
(1983). Amostras de 1 g de raiz, colmo ou folhas das plantas, foram conservadas em etanol
80% na geladeira, desde a coleta até 0 momento da andlise. Estas amostras foram maceradas
em almofariz, filtradas em gaze e papel de filtro. O filtrado foi transferido para um funil de
separacdo, onde um volume de cloroférmio, igual ao da solucdo acodlica, foi adicionado ao
funil, aitando-se suavemente, deixando-se em repouso por 40 minutos, até a completa
separacdo da fase polar e apolar. A fase apolar foi descartada e o volume da fase polar foi
completado até 25 ml com etanol 80%, ficando este material em geladeira até o momento das
determinacOes. Deste material foram retiradas aliquotas para determinacdo de nitrato,
aminoacidos (N-amino) livres e carboidratos solUveis.

O teor de nitrato foi determinado segundo Cataldo et al. (1975). Uma aliquota de 0,1
ml do extrato alcodlico (raiz, colmo ou folha) foi colocada em tubo de ensaio, ao qual foi
adicionado, vagarosamente, 0,4 ml da solucéo de &cido sdlicilico 5% em HCI concentrado,
deixando-se reagir por 20 minutos. A reacdo foi paralisada com 9,5 ml de NaOH 2N. A leitura
foi feita em espectrofotdmetro a 410 nm e a determinacdo baseourse em uma curva de
calibracdo padréo, feita com solugdes de nitrato de concentragdes conhecidas.

O teor de aminoécidos livres (N-amino) presentes na raiz, colmo ou folha foi
determinado de acordo com a metodologia descrita por Yemm & Cocking (1955). Uma
aliguota de 1 ml do extrato alcodlico foi adicionada em tubo pirex contendo 0,5 ml de tampéao
citrato 0,2M pH 5,0 (21,008 g de &cido citrico, 200 ml de NaOH 1N, completar o volume para
500 ml com H,O destilada). Adicionando-se em seguida, 1,2 ml do reagente de ninidrina (2,5
g de ninidrina, 5 ml de KCN 0,01M e 300 ml de metil celossolve). Os tubos foram cobertos
com papel aluminio e aquecidos em banho-maria a 100°C por 15 minutos, seguido de um
resfriamento em agua corrente, adicionando-se 3 ml de etanol 60%. A leitura foi feita em
espectrofotdbmetro a 570 nm e a determinacdo foi baseada em uma curva de calibracéo, feita
com solucgdes de leucina de concentragdes conhecidas.
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O teor de aglcares sollveis presentes na raiz, colmo ou folha das plantas foi feito
segundo Yemm e Wills (1954). Em tubos pirex, foram pipetados 5 ml do reagente de antrona
(0,4 g de antrona em 200 ml de H,SO,, 5:2) e adicionados 1 ml do extrato alcodlico,
deixando-se a 0°C por 5 minutos. Apds serem agitadas suavemente, as amostras foram
deixadas em banho-maria a 100°C por 10 minutos, para desenvolvimento da cor verde,
guando foram resfriadas em agua corrente. A absorbancia foi lida em espectrofotémetro a 620
nm. A curva de calibracéo padréo foi formada por solucdes com concentracfes conhecidas de
glicose.

3.7.5 Atividadeda enzima nitrato redutase

A atividade da enzima Redutase do Nitrato foi determinada “in vivo” através da
metodol ogia descrita por Jarwoski (1971) adaptado por Faria (1992), nas raizes e folhas das
plantas. Em uma seringa descartdvel de 10 ml, foram colocados 0,5 g do material vegetal,
adicionando-se a seguir uma solucéo de incubacdo (KNO3z 50 mM em Tampéo Tris 0,05 M) a
pH 7,5. Tampando a ponta da seringa e puxando o émbolo gerou-se um vacuo para que a
solucdo infiltrasse no tecido e fosse retirado o ar dissolvido na solugdo. Foram realizados 5
vécuos em cada amostra, que foram deixadas 1 hora no escuro, em temperatura ambiente. Em
seguida, uma aliguota de 1ml foi adicionada em tuo de ensaio contendo 1 ml de
Sulfanilamida (1% em HCI 3N) e 1 ml de solucéo de N-naftil-etileno-di-amino (0,02%). A
leiturafoi feita em espectrofotdmetro a 542 nandmetros e a determinagéo foi baseada em uma
curva de calibracdo padréo feita com solugdes de nitrito de concentragdes conhecidas.

3.7.6 Producdo eteor denitrogénio nos graos

Foram avaliados a producdo total e o acimulo de nitrogénio nos grédos com e sem
casca (Tedesco, 1983). Duzentos miligramas do material seco e moido foram adicionados em
tubos de digestdo. Ao material seco e moido, em capela com exaustor, foi adicionado 1 ml de
H202 30%, 1,5 ml de H,SO,4 concentrado e 0,7 g da mistura catalisadora (100 g de N&SO4, 10
g de CuSO4.5H,O e 1 g de selénio). As amostras foram deixadas no digestor, sob
temperaturas crescentes até a total digestdo do material quando foram destiladas por arraste a
vapor e tituladas com HSO,4 padronizado, para a determinagdo do teor de nitrogénio (%N)
acumulado na parte aérea da planta. O acumulo total de nitrogénio foi obtido pela
multiplicacéo do teor de nitrogénio pela biomassa seca da parte aérea.

3.8 Andliseestatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (DEX/UFLA), aplicando-
se o teste de diferenca minima significativa (LSD) com nivel de significancia de 0,05 na
separacao das médias.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

4.1  Caracterizagdo in vitro das Estirpes de Bactérias Diazotr éficas

A atividade de reducdo de acetileno (ARA) permite avaliar o potencial das bactérias
em reduzir o nitrogénio atmosférico, uma vez que a simples presenca de pelicula
caracteristica no meio semi-solido ndo € garantia do potencial de FBN das estirpes, como
observado por Stoltzfus et a. (1997) e Sala et a. (2005). A estirpe M2, uma mutante natural
nado fixadora de nitrogénio (Baldani et al., 1996), ndo apresentou ARA nas condic¢des testadas,
confirmando sua incapacidade de fixar N, (Tabela 3). A estirpe Cd de Azospirillum brasilense
apresentou a maior ARA, em comparagdo com as demais estirpes. O primeiro ponto de
andlise foi feito as 48h, quando as culturas apresentavam pelicula caracteristica de fixacdo na
parte superior do meio, entretanto, para a estirpe Cd, nas condicdes testadas, 0 pico de fixacéo
provavelmente ocorreu antes do tempo da amostragem (48 h), uma vez que com a segunda
amostragem (72 h) ja se observou uma reducdo acentuada na ARA.

Tabela 3: Atividade de reducdo de acetileno (ARA), por estirpes do género Burkholderia,
Herbaspirillum e Azospirillum em condicfes de cultivo em meio semi- sdlido com 48 e
72 h. de crescimento.

Bactéria 48h 72h
-------- 2mol etileno.mg de proteina’t.ht--------

M130 20,2 37,2

ZAE9 54,8 42,4

M2 n.d. n.d.

Cd 304,2 201

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderia spp.; Cd—
A. brasilense - nd.: ndo detectavel nas condicles testadas.
Dados médios de trés repetices

Rodrigues et a (2006) analisando isolados de Herbaspirillum e Burkholderia,
observaram uma variagdo no periodo de ocorréncia da ARA maxima entre os dois géneros.
Para Herbaspirillum a ARA méxima tendeu a ocorrer aos dois dias apds a inoculagdo,
enguanto que para Burkholderia somente ap0s seis dias. A capacidade de reducéo foi similar,
obtendo-se valores maximos de ARA préximos a 30 ?mol etileno.ml™.h! para estes dois
géneros.

Nas condicdes testadas, todos os tratamentos bacterianos demonstraram capacidade de
produzir auxina (Tabela 4). A estirpe Cd de Azospirillum brasilense apresentou a maior
producdo de AIA a partir de 48 h de aultivo, no entanto nas primeiras 24 h a estirpe M2,
estirpe nao fixadora de Herbaspirillum seropedicae, apresentou a maior concentracéo de AlA.
Para as edtirpes M130 e ZAE94, praticamente ndo foram observadas alteracbes nas
concentragOes de AIA em fungdo do tempo, tendo a estirpe M130 de Burkholderia brasilensis
apresentado as menores concentracoes.
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Tabela 4: Producdo de acido 3indol acético (AlA) por estirpes do género Burkholderia,
Herbaspirillum e Azospirillum em condicdes de cultivo em meio liquido suplementado
com triptofano, em trés diferentes tempos.

Bactérias 24h 48h 72h
------ ng AIA.mg de proteina*-------
M130 81 8,8 9,8
ZAE94 26,9 22,8 23,0
M2 48,2 28,2 29,9
Cd 34,1 85,3 80,5

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130 — Burkholderia spp; Cd —
A. brasilense.
Dados médios de trés repeticoes e expressos em micrograma de &cido indol acético por miligrama de proteina.

Reis Jr. et a. (2004) observaram que todos os isolados de Azospirillum amazonense
associados a Brachiaria spp foram capazes de produzir AIA. A maior producdo de compostos
inddlicos por estirpes de Azospirillum, em comparacdo a bactérias do género Herbaspirillum,
também foi observada por Radwan et a. (2002), onde na presenca de triptofano, a estirpe Cd
de Azospirillum brasilense foi capaz de produzir 378,7 nM de AIA, enquanto isolados de
Herbaspirillum seropedicae produziram concentracdes de AIA gue variaram de 27,7 nM até
1288 nM de AIA. Esta elevada producdo de compostos inddlicos pode afetar o
desenvolvimento das plantas. Radwan et a (2004), observaram em condicBes axénicas, uma
reducdo no comprimento de raizes e colmos de pléntulas de milho e arroz, principalmente nas
plantas inoculadas com a estirpe Cd, na presenca de triptofano.

4.2  Promocao de Crescimento de Plantulas de Arroz por Bactérias Diazotr oficas

4.2.1 Condicdes axénicas

A adicdo de écido indol acético (AlA) ao meio de cultivo, reduziu o acimulo de massa
fresca das plantulas de arroz em condi¢cdes axénicas, tanto da cultivar IR42 gquanto da
|AC4440. Tendo a adicdo de 300 uM de AIA, reduzido em até 80% a massa da parte aérea e
em até 30% da massa das raizes (Tabela 5). Efeito diferente do observado por Radwan et al.
(2004) com plantulas de trigo e arroz, onde a adicdo de AIA afetou principamente o
crescimento das raizes e colmos, porém pouco influiu no acimulo de massa fresca das
plantulas.
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Tabela 5: Biomassa fresca da parte aérea e raizes das cultivares de arroz IR42 e 1AC4440,
cultivadas em condigdes axénicas, em meio de cultivo acrescido de diferentes doses de
acido indol acético (AlA).

Variedade AIA (UM) Parte aérea Raiz
------------- mg.planta *-------
0 73 a 58 a
100 45 b 40 b
R42 200 3 be 48 ab
300 15 o 40 b
0 76 a 48 a
200 21 b 29 b
300 13 b 36 b
CV (%) 41,66 24,60

Valores seguidos da mesma letra mintscula dentro de cada coluna, para cada cultivar, ndo diferem segundo o
teste LSD a 5% de probabilidade.
Dados médios de 4 repeti¢des e expressos em miligramas de massa fresca por planta.

Quando bactérias diazotréficas foram inoculadas a0 meio de cultivo, o acumulo de
massa fresca das duas cultivares foi modificado (Tabela 6).

Quando o nitrogénio ndo foi aplicado, em comparacdo ao controle néo-inoculado,
todos os tratamentos inoculados propiciaram uma reducdo significativa no acimulo de
biomassa da parte aérea e raizes da cultivar IR42. No entanto, nas plantas da cultivar
| AC4440, sob a mesma condicdo, a inoculacdo com a estirpe Cd, bem como a inoculagéo de
ZAE94+M2, propiciaram acumul os superiores ao controle ndo inoculado, tanto na raiz quanto
na parte aérea. Diferencas entre gendtipos na resposta a inoculagdo também foram observadas
por Sala et al. (2005). Os autores observaram em plantulas de trigo que no gendétipo 1TD-19
todos os isolados testados aumentaram significativamente o comprimento da raiz principal
enquanto no gendtipo |AC-24, apenas um isolado promoveu aumento e outros dois causaram
reducdo significativa. Entretanto em ambos gendtipos, ndo foram observadas diferencas no
acumulo de biomassa seca da parte aérea.
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Tabela 6: Biomassa fresca da parte aérea e raizes das cultivares de arroz IR42 e 1AC4440,
com ou sem adubacdo nitrogenada e inoculadas com bactérias do género
Burkholderia, Herbaspirillum e Azospirillum em condi¢des axénicas (trinta dias apos

o plantio).
Bactéria IR42 . | AC4440
----------- mg N.ml™ -
0 25 0 25
PARTE AEREA
----------- mg.plantg *------------
M130 31 ¢ B 130 a A 64 b B 206 a A
ZAE9%4 37 bc B 8 abc A 4 b B 110 cd A
M130+ZAE94 40 bc A 49 d A 47 b B 8 d A
M130+M2 24 ¢ B 62 cd A 48 b B 134 bc A
ZAE94+M?2 69 b A 86 bc A 101 s B 157 b A
M130+ZAE94+M2 37 bc A 72 bed A 63 b A 8 d A
M2 51 bc B 107 ab A 53 b B 136 bc A
Cd 52 bc A 80 bed A 102 a3 A 111 cd A
Controle 116 a A 9 bc A 30 b A 41 €€ A
CV (%) 31,74
RAIZ
----------- mg.plantg *------------
M130 33 b B 6 a A 66 b B 148 a A
ZAE94 31 b A 42 b A 41 <c B 68 cd A
M130+ZAE9%4 4 ab A 35 b A 51 bc A 47 de A
M130+M2 33 b A 3 b A 5 bc A 77 bc A
ZAE94+M2 42 ab A 55 ab A 97 &8 A 9% b A
M130+ZAE94+M2 40 ab A 38 b A 55 bc A 43 e A
M2 48 ab A 47 &b A 39 ¢ A 74 bc A
Cd 52 ab A 57 ab A 9 & A 59 cde B
Controle 62 a A 5 a A 42 ¢ A 51 de A
CV (%) 29,39

ZAEX — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Valores seguidos da mesma letra minlscula dentro de cada coluna, e valores seguidos da mesma letra maitscula
em cada linha, dentro de cada cultivar, nao diferem segundo o teste L SD a 5% de probabilidade.

Dados médios de quatro repeticdes e expressos em miligramas de massa fresca por planta.

De uma maneira geral, a aplicagdo de nitrogénio incrementou a biomassa acumulada,
principalmente na parte aérea, demonstrando a necessidade de uma suplementacdo
nitrogenada, uma vez que as plantas dos tratamentos sem nitrogénio, mesmo as inoculadas,
apresentaram sintomas de deficiéncia de N aos 30 dias apos o plantio. A aplicacdo de uma
dose de nitrogénio correspondente a 50 kgN.ha', tem demonstrado ser a que permite a melhor
resposta de plantas de arroz a inoculagdo com bactérias diazotroficas (Sabino, 2003;
Guimaraes, 2006).

Uma vez que a disponibilidade de nitrogénio afeta o processo de FBN, foi observado
gue para um mesmo tratamento de inoculagdo, a aplicagdo de N gerou uma variacdo no
acumulo de biomassa, principa mente na parte aérea. Como por exemplo, a inoculacdo com a
estirpe M 130, nas plantas da cultivar |AC4440 inoculadas com esta estirpe, a aplicagdo de
nitrogénio resultou em um aumento significativo de 220% e 124% no acimulo de biomassa
da parte aérea e raizes, respectivamente.
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A massa radicular das plantulas da cultivar IR42 na presenca ce nitrogénio, néo foi
influenciada significativamente pela inoculagdo das bactérias diazotroficas, porém, alguns
tratamentos de inoculagdo apresentaram uma tendéncia a reducdo similar a observada com a
aplicacdo de AIA ao meio de cultivo (Tabela 5). Na cultivar IAC4440 o aumento foi inverso
ocorrendo aumentos significativos com a inoculagdo. Radwan et al. (2004) observaram que
guando triptofano foi adicionado ao meio de cultivo ainoculacdo de bactérias diazotroficas
reduziu o comprimento das raizes e colmo de plantulas de trigo e arroz em condicoes
axénicas, sendo esta reducdo similar a observada a aplicagcdo de AIA. No entanto, biomassa
das raizes ou da parte aérea, praticamente ndo foi afetada.

Nas duas cultivares, os maiores acumulos significativos de biomassa, tanto nas raizes
guanto na parte aérea foram observados com a inoculacéo da estirpe M130 em conjunto com a
aplicagdo de N. Trabalhando com bactérias previamente isoladas de trigo, Roesch et al.
(2005) observaram um aumento no comprimento e na massa seca das raizes, bem como no
contetdo de nitrogénio das raizes e da parte aérea, similar ao do controle nitrogenado. Como
observado por Bashan e Levanony (1990), o nivel de nitrogénio aplicado bem como a cultivar
utilizada, sdo dois fatores que contribuem para a complexidade da resposta de producéo das
plantas, sendo que os maiores aumentos de producéo foram obtidos com aplicacdo de N em
niveis subétimos para a maxima producdo. Como todas as estirpes testadas, foram capazes de
produzir AIA em meio de cultivo (Tabela 4) e, com excecdo da estirpe M2, reduzir acetileno
(Tabela 3), € provavel que parte dos efeitos observados seja devido a producdo de
fitormbnios, e ndo somente a FBN, atuando em um sistema aditivo como ja observado por
outros autores (Sala et al., 2005; Radwan et a., 2004, Batista et al., 2002).

4.2.2 Condicdes ndo-axénicas

Em funcdo dos resultados obtidos no experimento em condicdes axénicas (Tabela6) e
também dos resultados obtidos por outros autores (Sabino, 2003; Guimardes, 2006), neste
experimento e nos posteriores, todas as plantas, de todos os tratamentos foram suplementadas
com nitrogénio, sendo aplicada uma dose correspondente a 50 kgN.ha'™.

De um modo gera a cultivar 1AC4440 ndo teve a biomassa influenciada pela
inoculagdo com as bactérias dizotréficas, exceto na massa fresca da parte aérea, onde a
inoculagdo isolada da estirpe M130 ou a inoculagdo conjunta desta com a estirpe
ZAE9Y4(M130+ZAE94) reduziu o acimulo em 44% (Tabela 7).

Na cultivar IR42, os maiores acimulos de biomassa fresca e seca, da parte aéra e das
raizes, foram observados com a inoculagéo da estirpe ZAE94, embora estes ndo tenham
diferindo significativamente do controle ndo-inoculado. Diferindo do observado no
experimento em condic¢des axénicas, a inoculagdo da estirpe M130 reduziu a biomassa ca
cultivar IR42 (Tabela 7).

Embora sem diferir do tratamento controle, na cultivar IR42 o maior acimulo de N em
termos percentuais foi observado pela inoculagdo da estirpe Cd e 0 maior acimulo total de
nitrogénio foi observado nas plantas inoculadas com a estirpe ZAE94 (Tabela 8). Do mesmo
modo, na cultivar 1AC4440 houve diferencas quanto ao acumulo de N na forma percentua e
total. O maior acumulo percentual foi observado no tratamento controle e o maior acumulo
total no tratamento com a estirpe M130, porém, nos dois casos, a inoculacdo conjunta de
M130 e ZAE94 reduziu significativamente o acimulo de N. Como observado por Sabino
(2003), ainoculacdo afeta o acumulo de N percentual e total das plantas de modo diferenciado
(Tabela 7). Recentemente, Sala et a. (2005) observaram que ndo havia diferencas entre os
tratamentos de inoculagdo, no acimulo de massa seca de trigo, embora o gendtipo 1TD-19
tenha apresentado um aumento significativo no acimulo de nitrogénio na parte aérea.
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Tabela 7: Biomassa fresca e seca da parte aérea e raizes das cultivares de arroz 1R42 e
IAC4440 inoculadas com bactérias do género Burkholderia, Herbaspirilum e
Azospirillum em experimento em copos com areia.

PARTE AEREA
Fresca Seca
Bactéria IR42 |AC4440 IR42 IAC4440
g.planta’™
M130 14 c 14 cd 0,37 b 0,60 a
ZAE9 29 a 24 a 0,59 a 0,51 a
M130+ZAE94 16 C 12 d 047 ab 049 a
M130+M2 21 bc 21 ab 040 b 0,55 a
ZAE94+M2 18 bc 16 bcd 0,48 ab 0,51 a
M130+ZAEY4+M2 2.2 abc 22 ab 047 ab 0,46 a
M2 2.2 abc 18 bcd 045 ab 0,46 a
Cd 21 bc 18 abc 0,41 ab 0,52 a
Controle 26 ab 21 ab 0,52 ab 0,58 a
CV (%) 20,29 21,68
RAIZ
Fresca Seca
Bactéria IR42 | AC4440 IR42 | AC4440
-- g.planta™’
M130 14 cd 20 a 0,11 b 0,17 a
ZAE9A 24 a 18 a 0,16 a 0,15 a
M130+ZAE94 21 ab 1,7 a 0,14 ab 0,13 a
M130+M2 16 bcd 19 a 0,12 ab 0,15 a
ZAE94+M2 2,2 ab 21 a 0,15 ab 0,15 a
M130+ZAE94+M2 18 bcd 21 a 0,14 ab 0,14 a
M2 12 d 18 a 0,15 ab 0,15 a
Cd 18 abc 20 a 0,13 ab 0,15 a
Controle 21 ab 21 a 0,13 ab 0,16 a
CV (%) 18,70 20,31

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Valores em cada coluna, seguidos da mesma letra mindscula, ndo diferem segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

Dados médios de 4 repeticoes.
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Tabela 8: Teor de nitrogénio percentual (%) e actimulo total de nitrogénio (g.plantal) na
parte aérea das cultivares de arroz IR42 e I1AC4440 inoculadas com bactérias do
género Burkholderia, Herbaspirillum e Azospirillum em experimento em copos com

arela
Nitrogénio
Bactéria IR42 | Ac4440 IR42 | AC4440
-------- 7 S— -------g.planta - -----
M130 1,1 b 1,7 ab 0,40 b 1,12 a
ZAE9 15 ab 1,3 ab 0,93 a 0,58 bc
M130+ZAE9%4 1,8 ab 1,0 b 0,82 ab 0,46 c
M130+M2 1,6 ab 14 ab 0,61 ab 0,80 abc
ZAE94+M2 1,0 b 1,2 ab 0,50 ab 0,58 bc
M130+ZAE94+M2 1,3 ab 1,6 ab 0,66 ab 0,72 abc
M2 14 ab 14 ab 0,59 ab 0,64 abc
Cd 19 a 13 ab 0,78 ab 0,73 abc
Controle 17 ab 18 a 0,91 a 1,03 ab
CV (%) 31,89 42,40

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotroficas.

Valores em cada coluna, seguidos da mesma letra minascula, ndo diferem segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

Dados médios de 4 repetices

Na cultivar IR42 ndo foram observadas diferencas significativas em funcdo da
inoculacdo na area e no comprimento radicular das plantas, embora todos os tratamentos
inoculados tenham apresentado valores superiores ao controle, atingindo aumentos de até
62% (areq) e 77% (comprimento), quando as plantas foram inoculadas com M130+ZAE94
(Tabela 9). Ao contrario, na cultivar 1AC4440, a inoculagdo tendeu a reduzir o
desenvolvimento radicular, sendo observada redugdes significativas, de até 45%, no
comprimento das raizes, com a inoculacéo das estirpes de Herbaspirillum. Esta reducéo néo
pode ser relacionada a capacidade de FBN da bactéria, pois foi observada nas plantas
inoculadas com a estirpe ZAE94, tanto quanto nas inoculadas com a estirpe ndo-fixadora, M2.

Em um experimento com plantas de cana-de-agUcar em vasos com areia e vermiculita,
Canuto et al. (2003) ndo observaram diferencas significativas entre 44 estirpes de bactérias
diazotroficas de diferentes géneros (Gluconacetobacter diazotrophicus, Azospirillum spp,
Herbaspirillum spp., Burkholderia spp.) e o controle ndo-inoculado no acimulo de massa
seca da raiz e parte &rea, bem como no volume radicular. No entanto, em um experimento
posterior nas mesmas condi¢des utilizando as estirpes que apresentaram um maior acimulo de
massa seca total, os autores observaram variagOes, incluindo efeitos negativos, no
desenvolvimento das plantas.
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Tabela 9: Area e comprimento radicular das cultivares de arroz IR42 e |AC4440 inoculadas
com bactérias do género Burkholderia, Herbaspirillum e Azospirillum em experimento
€m Copos com areia.

Area Comprimento
Bactéria IR42 | AC4440 IR42 IAC4440
-------- | — S | S
M130 105,2 a 102,9 a 20,4 a 20,0 ab
ZAEY 95,8 a 77,2 a 17,8 a 14,8 b
M130+ZAE94 110,3 a 95,5 a 21,4 a 20,0 ab
M130+M2 68,8 a 106,1 a 13,8 a 18,5 ab
ZAE94+M2 90,9 a 89,9 a 17,6 a 18,5 ab
M130+ZAE94+M2 93,7 a 90,8 a 18,6 a 19,5 ab
M2 75,7 a 84,3 a 13,9 a 16,3 b
Cd 84,9 a 112,6 a 16,0 a 21,7 ab
Controle 68,2 a 108,8 a 12,1 a 26,7 a
CV (%) 27,44 33,37

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderia spp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas.

Valores em cada coluna, seguidos da mesma letra minGscula, e valores na mesma linha seguidos da mesma letra
maiscula, dentro de cada parémetro, ndo diferem segundo o teste LSD a 5% de probabilidade.

Dados médios de 4 repeticdes.

43 Producdo de Graos de Cultivares de Arroz Inoculadas com Bactérias
Diazotr ¢ficas

Apesar de todas as variagdes observadas durante os experimentos em meio de cultivo
eareia (tabelas3, 4, 5, 6, 7, 8, 9), aproducdo de graos das duas cultivares ndo foi afetada pela
inoculacdo das bactérias diazotréficas (Tabela 10). Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos nos experimentos em casa de vegetacao conduzidos por Baldani et a. (2000), onde a
inoculagdo das estirpes M130, M209 Burkholderia spp.) e ZAE94 H. seropedicae) em
plantas de arroz, nd aumentou a producdo de gréos, embora diferencas entre 11% a 20% no
acumulo de massa seca na parte aérea tenham sido observadas. Segundo os autores a
contribuicdo da FBN por estas bactérias foi inferior a 5%. No entanto, Guimarées (2006),
observou que a cultivar IR42, quando inoculada com ZAE94 e com M130, juntamente com
uma adubaco de 50 KgN.ha'*, teve um aumento de 48% na producéo de gréos, em relacdo ao
controle ndo-inoculado e sem adubacdo, enquanto que a cultivar IAC4440, ndo teve sua
producdo de gréos alterada pela inoculagdo. Como discutido por Bashan e Levanony (1990), a
inoculacdo das plantas com bactérias diazotréficas, em especial Azospirillum, pode resultar
em mudancas significativas em varios parametros de crescimento das plantas que podem
afetar ou nd a sua producdo. Trabalhando com arroz, Peng et a. (2002) observaram
aumentos na producdo de gréos das plantas inoculadas com rizébio, que segundo os autores,
estavam mais relacionadas a estimulos no crescimento através de mecanismos que
aumentaram a taxa fotossintética do que a FBN.

O acumulo de nitrogénio nos gréos foi avaliado de duas formas: gréos com casca e
gréos previamente descascados (Tabela 11). Quando os gréos foram avaliados com casca, a
cultivar IR42 ndo apresentou diferencas significativas no acimulo de nitrogénio, tanto no
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percentual quanto no total, em funcéo da inoculacdo. No entanto, quando a casca foi retirada,
todo os tratamentos inoculados apresentaram um maior acUmulo de N, percentua e total,
sendo observado aumentos significativos de 16% e 22% no N% quando as plantas foram
inoculadas com M 130+ZAE94 e com M130+M2, respectivamente.

Tabela 10: Biomassa seca e producdo de gréos das cultivares de arroz IR42 e 1AC4440
inoculadas com bactérias do género Burkholderia, Herbaspirillum e Azospirillum em
experimento em vasos com solo (3 plantas.vaso ).

Biomassa seca Producéo
Bactéria IR42 | AC4440 IR42 | AC4440
---------------------------- O RVZ: = 0 ——

M130 19,9 a 22,1 a 17,6 a 17,6 a
ZAE9A 20,7 a 22,3 a 17,6 a 16,0 a
M130+ZAE9%4 19,1 a 21,8 a 16,5 a 15,9 a
M130+M2 20,1 a 21,4 a 15,5 a 16,9 a
ZAE94+M2 19,6 a 19,3 a 15,2 a 15,1 a
M130+ZAE94+M2 19,7 a 21,3 a 16,2 a 15,1 a
M2 19,7 a 234 a 16,5 a 16,4 a
Cd 19,4 a 22,0 a 16,4 a 16,7 a
Controle 19,2 a 22,6 a 16,7 a 16,1 a
Média 19,7 A 21,8 A 16,5 A 16,2 A

CV (%) 11,2 10,7

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Valores em cada coluna seguidos da mesma letra minUscula, e valores na mesma linha seguidos da mesma letra
mai Uscula, dentro de cada parémetro, ndo diferem segundo o teste L SD a 5% de probabilidade. Dados médios de
4 repeticles

Diferindo da cultivar IR42, na cultivar |AC4440, diferencas significativas so foram
observadas quando os gréos foram avaliados com casca. Onde foi observado um aumento de
11% no N% dos gréos das plantas desta cultivar do tratamento de inoculacdo triplo
(ZAE94+M130+M2), embora este ndo tenha diferido estatisticamente do controle néo-
inoculado.

Dados contraditérios entre ganhos de producdo e/ou ganho em acumulo de nitrogénio
nos gréos séo freguentemente observados. Trabalhando com trigo, Rodrigues et al. (2000)
observaram que ndo houve efeito da inoculacdo sobre a producéo de gréos, embora o teor de
nitrogénio tenha aumentado significativamente nos tratamentos com bactéria e sem adicéo de
nitrogénio. No entanto, trabalhado com plantas de trigo, cevada e aveia, Dalla Santa et al.
(2004) n&o observaram diferencas em funcdo da inoculagdo no contelido de N-total dos gréos
para as trés culturas, embora diferencas na producéo de gréos tenham sido observadas. Na
cultivar de arroz de sequeiro Guarani, Guimaraes et al. (2003) ndo verificaram ganhos em
termos ce acUmulo de nitrogénio, porém em condi¢Bes de casa de vegetacdo observaram
aumentos de 19% com a estirpe M130 e de até 25% com a inoculagdo de Herbaspirillum
seropedicae. Em condicBes de campo, a estirpe ZAE94 de H. seropedicae aumentado em
50% a producgdo de gréos, porém sem variagdes no acimulo de nitrogénio. A cultivar IR42,
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apresentou em casa de vegetacdo, aumento de 20% no contelido total de nitrogénio de seus
gréos, embora variagdes na producdo ndo tenham sido observadas em funcéo da inoculagéo
(Ferreiraet al, 2003).

Tabela 11: Teor de nitrogénio percentual (N%) e acimulo total de nitrogénio (N-total) dos
gréos das cultivares de arroz IR42 e | AC440 em experimento de vasos com solo.

Variedade Bactéria Graos com casca Gréos sem casca
% g.vaso™ % g.vaso™

IR42 M130 091 a 160 A 104 bc 182 a
ZAE94 087 a 153 A 104 bc 183 a
M130+ZAE%4 09 a 150 A 104 bc 172 a
M130+M2 097 a 148 a 114 a 17,7 a
ZAE94+M2 093 a 141 a 120 a 182 a
M130+ZAE94+M2 090 a 146 a 108 ac 175 a
M2 087 a 142 a 103 bc 171 a
Cd 09 a 154 a 101 bc 166 a
Controle 094 a 156 a 099 <c¢ 165 a
|AC4440 M130 084 b 148 a 102 a 179 a
ZAE94 091 ab 146 a 104 a 167 a
M130+ZAE9%4 09 ab 143 a 099 a 157 a
M130+M2 091 ab 152 a 106 a 179 a
ZAE94+M2 092 ab 140 a 104 a 160 a
M130+ZAE94+M2 098 a 149 a 109 a 164 a
M2 094 ab 154 a 107 a 175 a
Cd 083 b 137 a 101 a 167 a
Controle 088 ab 142 a 107 a 172 a

CV (%) 9,5 10,4 9,7 10,8

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130 — Burkholderia
p.; Cd — A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotroficas.

Valores em cada coluna, seguidos da mesma letra minuscula, ndo diferem segundo o teste LSD a 5%
de probabilidade. Média de 4 repeticies

De acordo com Bashan e Levanony (1990), o principal problema dos experimentos em
casa de vegetacdo e campo Sd0 as respostas inconsistentes da planta a inoculagéo,
apresentando estes, uma baixa repetibilidade. Uma das variaveis que contribui para a
complexidade das respostas a inoculagdo € a interacdo do gendtipo da planta e a estirpe
inoculada (Sala et al., 2005). Comparando as trés condi¢des aqui testadas (tubos, areia e solo),
observa-se uma grande variabilidade na contribuicdo das estirpes no desenvolvimento das
plantas. A resposta foi bastante varidvel, dependendo da cultivar e do ambiente, fato este
freglientemente observado em plantas de arroz e outras plantas ndo-leguminosas (Oliveira et
al., 2002; Canuto et al., 2003; Weber et al., 2003; Salaet al., 2005, Baldani et al., 2000).
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4.4 Desenvolvimento de Cultivares de Arroz | noculadas com Bactérias Diazotr 6ficas

4.4.1 Contagem de bactérias diazotroficas

A avdiacdo da presenca das bactérias diazotroficas foi realizada no periodo
vegetativo, de florescimento e de enchimento de grdos em amostras compostas de raizes,
colmos e folhas das plantas, pelo método do nimero mais provavel (NMP) (Dobereiner et al.,
1995).

Os dados obtidos sugerem a ocorréncia de algum erro metodologico (Tabela 12), uma
vez gque a populagdo de bactérias diazotréficas presente nas plantas de arroz, estd abaixo das
encontradas em experimento anteriores (Rodrigues et al., 2006, Ferreira, 2004; Guimaraes,
2001; Sabino, 2003; Baldani, 1996). A exata determinac&o do (s) fator (es) que pode (m) ter
limitado o crescimento bacteriano € dificil, pois pequenas alteracdes no meio de cultivo, pH
e/ou temperatura, dentre outras, podem alterar o crescimento bacteriano. Um fato que deve ser
destacado foi o forte ressecamento ocorrido nos tecidos vegetais, principalmente nas folhas,
durante o processamento do material para andlise dos compostos nitrogenados, uma vez que o
NMP foi determinado no material que restou desta andlise. Com 0 objetivo de resolver este
problema, nas coletas subsegiientes, o material permaneceu envolto em papel tolha
umedecido, sendo colocado dentro de sacos pléstico, de modo areduzir a perda de agua.

Tabela 12: Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas obtidas a partir do meio
de cultivo IMV (M130 e controle) e do meio de cultivo INFb (ZAE94, M2, Cd e
controle), nas cultivares de arroz IR42 e 1AC4440 durante o periodo vegetativo (50

dias).
RAIZ COLMO FOLHA

Variedade Bactéria JNFb IJMV JNFb IJMV JNFb JMV
ZAE94 5,18 N.A. 4,60 N.A. n.d. N.A.

M 130 N.A. 4,95 N.A. 4,60 N.A. n.d.

IR42 M2 4,95 N.A. 4,60 N.A. 4,98 N.A.
Cd 4,60 N.A. 5,65 N.A. 4,95 N.A.

Controle 5,40 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

ZAE94 5,65 N.A. 4,85 N.A. n.d. N.A.

M 130 N.A. n.d. N.A. n.d. N.D. n.d.

|AC4440 M2 4,95 N.A. 4,40 N.A. n.d. N.A.
Cd 5,65 N.A. 5,65 N.A. 4,95 N.A.

Controle 5,65 4,60 5,18 n.d. n.d. n.d.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderia spp.; Cd —
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas, INFB — meio de cultura semi -seletivo para
H. seropedicae JMV - meio de cultura semi-seletivo para B. brasilensis.

N.A. Ndmero de células ndo avaliado; n.d. — nimero de células ndo detectadas nas condicdes testadas

Andlise realizada em uma amostra composta oriunda de 4 repeticdes. Valores expressos em numeros de células
bacterianas por grama de massa fresca.

O erro metodol6gico que afetou a contagem de bactérias diazotroficas no periodo
vegetativo (Tabela 12), ndo ocorreu nas contagens realizadas no periodo de florescimento
(Tabela 13) e na coleta final, durante a maturacéo dos gréos (Tabela 14). O que indica que as
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modificagbes adotadas durante o0 processamento das amostras foram adequedas, para garantir
a viabilidade das células, mesmo em situagcBes em que é necessario um periodo maior para o
processamento das amostras.

Tabela 13: Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas obtidas a partir do meio
de cultivo IMV (M130 e controle) e do meio de cultivo INFb (ZAE94, M2, Cd e
controle), nas cultivares de arroz IR42 e | AC4440 durante o periodo de florescimento.

RAIZ COLMO FOLHA
Variedade Bactéria INFb MV INFb MV INFb MV
ZAE94 4,48 N.A. 6,15 N.A. 3,60 N.A.
M130 N.A. 5,18 N.A. 4,40 N.A. 3,60
IR42 M2 5,20 N.A. 5,40 N.A. n.d. N.A.
Cd 4,98 N.A. 4,18 N.A. n.d. N.A.
Controle 4,65 4,40 6,04 5,40 4,65 n.d.
ZAE94 5,40 N.A. 5,65 N.A. 3,95 N.A.
M130 N.A. 4,98 N.A. 3,95 N.A. 3,60
|AC4440 M2 4,98 N.A. 5,40 N.A. 3,60 N.A.
Cd 5,40 N.A. 5,40 N.A. n.d. N.A.
Controle 4,98 4,65 4,65 3,95 n.d. n.d.

ZAE9 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130 — Burkholderia spp; Cd —
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas;, INFB — meio de cultura semi -seletivo para
H. seropedicag IMV - meio de cultura semi-seletivo paraB. brasilensis.

N.D. NUumero de células ndo determinado; n.d. — nimero de células ndo detectadas nas condicles testadas
Andlise realizada em uma amostra composta oriunda de 4 repeticdes. Valores expressos em nimeros de células
bacterianas por grama de massa fresca.

Com excecdo da Ultima coleta (Tabela 14), nas folhas a populacdo de bactérias
diazotroficas foi muito baixa, € em muitos casos inferiores aos niveis minimos de deteccéo
pelatécnicado NMP.

A presenca de bactérias diazotroficas no tratamento controle avaliada tanto no meio
JMV  (semi especifico para B. brasilensis) quanto no JNFb (semi-especifico para H.
seropedicae), foi similar a observada nos tratamentos inoculados nas duas cultivares e nas trés
épocas avaliadas (Tabela 12, Tabela 13 e Tabela 14). Estes resultados sugerem gue em
sistemas com solo, o tratamento controle ndo-inoculado apresenta bactérias diazotroficas
naturais que atingem populagdes semelhantes as observadas nos tratamentos inoculados
(Baldani, 1996). No entanto, a presenca das bactérias diazotroficas associadas a planta ndo
significa, necessariamente, que a mesma seja beneficiada por quantidades significativas de N,
proveniente da FBN (Boddey, 1995).

Uma flutuacéo na populacdo de bactérias diazotroficas ocorreu ao longo do ciclo das
duas cultivares de arroz, fato este ja observado por trabalhos anteriores (Rodrigues et al.,
2006, Ferreira, 2004, Guimaraes, 2001, Baldani, 1996). Como observado por Campos et al.
(1999), ndo foram observadas diferencas entre a populacdo de bactérias diazotréficas
presentes na cv. IR42 e na cv. |AC4440, embora a cv. IAC4440 sga considerada como um
controle negativo, em termos de FBN (Oliveira, 1994). Rodrigues et a. (2006) observaram
gue diferencas populacionais entre estas duas cultivares foram influenciadas pelo solo de
cultivo. Como sugerido por Reis Jr. et a. (2000) diferencas na populacdo de bactérias
diazotroficas associadas a planta, ndo sdo capazes de explicar diferencas no metabolismo de
nitrogénio, uma vez que estes autores ndo verificaram diferengas entre partes da planta ou
época de coleta, na populacéo nativa de Herbaspirillum e Glucanacetobacter diazotrophicus,
em quatro gendtipos de cana-de-aclicar com diferentes potenciais de FBN.
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Tabela 14: Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas obtidas a partir do meio
de cultivo IMV (M130 e controle) e do meio de cultivo INFb (ZAE94, M2, Cd e
controle), nas cultivares de arroz IR42 e | AC4440 durante o periodo de maturacéo dos

gréos.
RAIZ COLMO FOLHA
Variedade  Bactéria JNFb JMV JNFb JMV JNFb JMV
ZAE94 4,65 N.A. 6,15 N.A. 5,40 N.A.
M 130 N.A. 4,65 N.A. 518 N.A. 4,98
IR42 M2 5,18 N.A. 5,65 N.A. 5,40 N.A.
Cd 4,98 N.A. 5,40 N.A. n.d. N.A.
Controle 5,65 5,40 n.d. 6,15 n.d. 6,04
ZAE9Y 4,98 N.A. 6,15 N.A. 6,04 N.A.
M130 N.A. 5,40 N.A. 4,65 N.A. 4,40
IAC4440 M2 4,65 N.A. 3,60 N.A. 3,95 N.A.
Cd 4,98 N.A. 6,04 N.A. 3,95 N.A.
Controle 3,60 3,95 6,04 5,40 3,95 4,40

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas; INFB — meio de cultura semi -seletivo para
H. seropedicag IMV - meio de cultura semi-seletivo paraB. brasilensis.

N.D. NUmero de células ndo determinado; n.d. — nimero de células ndo detectadas nas condicles testadas.
Andlise realizada em uma amostra composta oriunda de 4 repeticfes. Valores expressos em ndmeros de células
bacterianas por grama de massa fresca.

4.4.2 Biomassa seca eacumulo de nitrogénio

Durante o periodo vegetativo, a biomassa seca das duas cultivares praticamente ndo
foi influenciada pela inoculacdo das bactérias diazotréficas, exceto nas raizes da cultivar
|AC4440, onde a inoculacdo da estirpe M130 promoveu 0 maior acimulo (Tabela 15). A
inoculacéo da estirpe M 130 aumentou em 60% o acimulo de nitrogénio nas raizes da cultivar.
IR42, fato este ndo observado na parte aérea (colmo e folhas). Na cultivar 1AC4440, néo
foram obtidas diferencas significativas em fungdo da inoculagdo, embora nas raizes aumentos
maximos de até 60%, tenham sido observados com a inoculacéo das estirpes ZAE94, M130 e
Cd (Tabela 16). Estes resultados diferem dagueles observados por Sabino (2003), onde a
inoculacéo da estirpe ZAE94, independentemente das plantas terem sido suplementadas com
nitrogénio mineral, propiciou 0os maiores teores de nitrogénio na parte aérea, durante o
periodo vegetativo das plantas da cultivar IR42. A combinagéo da inoculacdo de ZAE94 em
conjunto com aplicacdo de 50 kgN.ha! propiciou o maior actimulo de nitrogénio (34% de
aumento em relac&o ao controle).
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Tabela 15: Biomassa seca das raizes, dos colmos e das folhas das cultivares de arroz IR42 e
| AC4440 no periodo vegetativo (50 dias).

Variedade Bactéria Raiz Colmo Folha PA
------------------------- g.plantg™ ---------------
ZAE94 1,393 0,83 a 0,46 a 1,293
M 130 157a 0,92 a 0,47 a 141a
IR42 M2 1,358 0,92 a 0,47 a 1,37a
Cd 1,62 a 1,06 a 0,57 a 1,63 a
Controle 1,354 091a 0,45 a 1,36
ZAE94 162a 0,90 a 0,48 a 1,38a
M 130 1,853 1,098 0,56 a 1,65a
|AC4440 M2 1,27 0,95 a 0,533 1,48 3
Cd 1,27 a 0,94 a 0,46 a 1,40 a
Controle 1,37 a 0,908 0,49 a 1,398
CV (%) 19,6 18,4 25,0 20,2
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

PA- Colmo efolhas

Média de 4 repeticles. Valores expressos em grama de massa fresca por planta.

Tabela 16: Teor de nitrogénio (%) nas raizes, nos colmos e nas folhas das cultivares de arroz
IR42 e | AC4440 no periodo vegetativo (50 dias).

Variedade Bactéria Raiz Colmo Folha PA
__________________________ 72—
ZAE94 0,76 ab 0,68 ab 2,17 a 143 a
M 130 0,89 a 0,68 ab 197 a 1,33a
IR42 M2 0,59b 0,60 b 2,25a 143a
Cd 0,87 ab 0,76 a 2,254 151a
Controle 0,55b 0,64 ab 2,04 a 1,34 a
ZAE94 0,8la 0,62 a 2,07 a 1,35a
M 130 0,79 a 0,62 a 1,88a 125a
|AC4440 M2 0572 0,622 1,86 a 1,24 a
Cd 0,80 a 0,54 a 1,85a 1,20a
Controle 0,53a 0,65a 19a 1,30a
CV (%) 10,5 9,87 11,2 10,8
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotroficas.
Média de 4 repeticdes. Dentro de cada cultivar, valores seguidos da mesma letra ndo diferem segundo o teste
L SD a5% de probabilidade. Valores expressos em miligrama de nitrogénio por miligrama de massa seca.

Do mesmo modo que no periodo vegetativo, no periodo de florescimento, a biomassa

seca praticamente ndo foi alterada nas duas cultivares em funcdo da inoculacdo. Exceto nas
raizes da cultivar IR42 inoculadas com a estirpe Cd (55%) e nas OF da cultivar |IAC4440
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inoculadas com a estirpe ZAE94 (35%) (Tabela 17). No entanto, diferindo do periodo
vegetativo, a inoculacdo afetou o teor de nitrogénio, porém os efeitos variaram em funcéo da
cultivar e da parte analisada. De um modo geral, na cultivar IR42 a inoculacdo aumentou o
teor de nitrogénio das plantas como um todo, porém na cultivar IAC4440 o efeito foi inverso,
tendo a inoculacéo reduzido o teor de nitrogénio (Tabela 18). Na cultivar IR42, nos colmos e
F2 ndo foram observadas diferencas significativas no teor de nitrogénio das plantas
inoculadas em relag@o ao controle ndo inoculado. Nas demais partes (OF, FB, Folhas e PA)
todas as bactérias inoculadas, incluindo a estirpe M2 (ndo-fixadora) promoveram o aumento
no teor percentua de nitrogénio das plantas. Foram observados aumentos de 46% (OF), 50%
(FB), 25% (Folhas) e 24% (PA). Estes resultados diferem dos observados por Guimaraes
(2006) onde a aplicagéo de 50 kgN.ha* em conjunto com a inoculagdo das estirpes ZAE94 ou
M130 reduziu o teor de nitrogénio nas plantas da cultivar 1AC4440 enquanto que na cultivar
IR42, ndo foram observadas diferencas em relacéo ao controle néo-inoculado.

Tabela 17: Biomassa seca das raizes, dos colmos e das folhas das cultivares de arroz IR42 e
| AC4440 no periodo de florescimento.

Variedade Bactéria Raiz Colmo OF F2 FB Folhas PA

---------------------- g.planta™ -------------
IR42 ZAE94 345ac 329a 045a 023a 019a 082a 4lla
M130 39lab 270a 042a 0l18a Ol4a 073a 343a
M2 243c  298a 04la 019a 0l16a 076a 374a
Cd 423a 36la 048a 023a 019a 089a  45a

Controle 2,73bc  2,78a 0,37a 0,19a 0,15a 0,70a 348a

|AC4440 ZAEA 254a 290a 0,66 a 0,17 a 0,09a 092a 3,82a
M130 3,23a 279a 060a 02l1a 0,14a 0,94 a 3,73a

M2 2,46 a 241 a 0,49b 0,16 a 0,11a 0,76 a 3,17a

Cd 212a 28la 0,52 ab 0,19a 0,11a 0,81la 3,62a

Controle 270a 262a 049b 015a 010a 073a 335a

CV (%) 27,57 23,69 23,34 27,12 34,60 31,53 24,88
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130 — Burkholderia spp.; Cd—
A. brasilense; Controle — nado-inoculado com bactérias diazotroficas.

PA — Folhas e colmo; Fb — folha localizada abaixo da panicula; F2 — primeira folha abaixo da FB; OF — demais
folhas da planta.

Média de 4 repeticdes. Valores expressos em grama de massa fresca por planta.

38



Tabela 18: Teor de nitrogénio (%) presente nas raizes, nos colmos, nas folhas bandeiras (Fb),
nas folhas 2 (F2), nas outras folhas (demais folhas — OF) e nas folhas (contetido médio
das Fb, F2 e OF) e parte aérea (conteido médio dos colmos, Fb, F2, e OF) das
cultivares de arroz IR42 e | AC4440 no periodo de florescimento.

Cultivar Bactérias Raiz  Colmo OF F2 FB  Folhas PA
---------------------- mgN.mg de planta’? -------------
ZAE9 0,45 a 0,43 a 0,65 ab 1,25 a 210a 133a 111a
M130 043ab 043a 0,85a 141a 21la 146a 120a
IR42 M2 0,39b 047 a 0,74 a 1,38a 227a 1l47a 122 a
Cd 042ab 039a 0,74 a 142 a 208a 14la 1,16 a
Controle  041b 0,40 a 0,58b 141a 152b 117b 0,98 b
ZAE94 047a 049a 116a 080b 202a 133b 112ab
M130 047 a 040a 106ab 11lab 20la 139b 114ab
IAC4440 M2 040b 042 a 0,73b 165a 154b 131b 1,09 b
Cd 042b 0,36 a 140a 09%ab 18a 140b 114ab
Controle 045a 049a 0,86 b 183a 214a 16la 133a

CV (%) 19,7 14,6 18,2 15,7 14,1 11,3 10,5
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotroficas.

PA — Folhas e colmo; Fb — folha localizada abaixo da panicula; F2 — primeira folha abaixo da FB; OF — demais
folhas da planta. Média de 4 repeticdes. Valores expressos em mg de nitrogénio por mg de massa seca.

No periodo de enchimento de gréos, ao contrario das demais avaliacdes, a biomassa
seca da cultivar 1R42 foi positivamente influenciada pela inoculacéo (Tabela 19). Todos os
tratamentos inoculados, incluindo a estirpe M2 (ndo-fixadora) apresentaram uma biomassa
seca superior ao tratamento ndo inoculado, embora em algumas partes (F2 e FB), estes
aumentos ndo tenham sido estatisticamente significativos. Foram observados aumentos
maximos de 60% (Colmo), 43% (OF), 36% (F2), 33% (FB), 51% (PAN), 32% (Folhas) e
45% (PA), em relacéo ao controle (Tabela 19). Estes resultados diferem dos observados por
Guimardes (2006) onde houve uma redugcdo no acimulo de biomassa seca das plantas da
cultivar IR42 com a inoculagdo da estirpe M130. Didonet et al (2000), ndo observaram em
plantas de trigo inoculadas, variagdes em funcdo da inoculagdo, no acimulo de massa seca,
durante a antese e a maturacdo fisiolégica dos gréos. Corroborando os dados obtidos por
Oliveira (1992) que trabalhando com 4 cultivares de arroz, ndo observou diferencas no
acumulo de massa seca da parte aérea em funcdo da inocul acéo.

Comparando com o periodo de florescimento (Tabela 18), houve uma reducéo no teor
de nitrogénio da parte aérea das plantas da cultivar IR42 (Tabela 20), de forma mais
acentuada na FB, demonstrando sua importancia na remobilizacdo de nitrogénio para os
gréos. No entanto, tal efeito foi influenciado pela inoculagcéo das bactérias diazotroficas. As
plantas inoculadas, incluindo as inoculadas com a estirpe M2, apresentaram uma reducéo teor
de nitrogénio, enquanto que nas plantas do tratamento controle praticamente ndo foram
observadas alterages (Tabela 18 e 20). No periodo de maturacdo dos gréos, ndo foram
observadas diferencas na biomassa seca das duas cultivares, em nenhuma das partes
analisadas (Tabela 21).
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Tabela 19: Biomassa seca das raizes, dos colmos e das folhas da cultivar de arroz IR42 no
periodo de enchimento de gréos..

Cultivar Bactéria Raiz como OF F2 FB Pan Folhas PA

---------------------- g.planta ™ ----------------------
ZAE9Y4 233a 18lab 033a 019a 015a 273a 067a 52la
M130 228a 18lab 032a 018a 0l16a 219a 066a 4,65ab
IR42 M2 166a 255a 033a 019a 015a 245a 066a 566a
Cd 218a 217a 029a 017a O0l4a 218a 059a 4,93ab

Controle  174a 160b 023b 0l4a 012a 18lb 050b 390b

CV (%) 30,52 26,51 16,64 18,86 22,03 18,88 16,84 18,64

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas.

PA — Folhas e colmo; Fb — folha localizada abaixo da panicula; F2 — primeira folha abaixo da FB; OF — demais
folhas da planta, PAN- panicula.

Média de 4 repeticles. Valores expressos em grama de massa fresca por planta

Tabela 20: Percentual de nitrogénio (N%) presente nas raizes, nos colmos, nas folhas
bandeiras (Fb), nas folhas 2 (F2), nas outras folhas (demais folhas — OF) e nas folhas
(contetido médio das Fb, F2 e OF) e parte aérea (contelido médio dos colmos, Fb, F2,
e OF) da cultivar de arroz IR42 no periodo de enchimento de gréos.

Cultivar Bacté&ia Raiz Como OF F2 FB PAN Folhas PA

ZAE94 052a 032a 0,72a 1,19a 1,58b 1,09 116a 0,95

M130 048a 033a 056b l14a 162a 093a 11lla 0,92

IR42 M2 045a 03la 062ab 113a 175a l14a 116a 0,95
Cd 046a 03la 0,6lab 115a 1,71a 096a&b 1,15a 0,94

Controle 049a 033a 06lab 118a 169a 084D 1,16a 0,95

CV (%) 105 974 11,4 12,7 10,2 10,6 11,4 10,9

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderia spp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas.

PA — Folhas e colmo; Fb — folha localizada abaixo da panicula; F2 — primeira folha abaixo da FB; OF — demais
folhas da planta; PAN- panicula

Média de 4 repeticdes. Valores expressos em mg de nitrogénio por mg de massa seca.
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Tabela 21: Biomassa seca das raizes, dos colmos e das folhas das cultivares de arroz IR42 e
| AC4440 no periodo de maturagdo dos graos.

Variedade Bactéria Raiz Colmo OF F2 FB Folhas PA

ZAE9 251la 1,99a 0,17a 0,16a 0,13a 046a 245a

M130 2,37a 209a 019a 017a 012a 048a 257a

IR42 M2 2,0la 274a 018a 017a 014a 049a 3,23a
Cd 2,73a 208a 017a 018a 014a 049a 257a

Controle 2,05a 2,10a 0,14a 0,15a 0,14a 043a 2,53a

ZAE9 2,38a 2,15a 0,16a 0,15a 0,15a 046a 26la
M130 241a 2,10a 0,15a 014a 013a 04la 25la

|AC4440 M2 2,2a 287a 015a 013a 0,12a 040a 327a
Cd 217a 241a 017a 013a 013a 043a 2,84
Controle 2,48a 258a 015a 013a 014a 042a 3,00
CV (%) 259 2.1 214 283 27,2 251 24,3
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderia spp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotroficas.

PA — Folhas e colmo; Fb — folha localizada abaixo da panicula; F2 — primeira folha abaixo da FB; OF — demais
folhas da planta.

Média de 4 repeticBes. Valores expressos em grama de massa fresca por planta.

4.4.3 Fracbessoluves

Nas andlises dos teores de nitrato (Tabela 22), aminoécidos livres (Tabela 23) e
carboidratos soltveis (tabela 24) foram observadas grandes variagbes entre as repeticoes de
um mesmo tratamento, resultando em um elevado coeficiente de variacéo (CV %) em todas as
analises.

Os teores de nitrato (Tabela 22) observados estdo de acordo com os encontrados em
plantas de arroz crescidas em solugdo nutritiva com 0,2 mM de nitrato (Rodrigues, 2005).

O acumulo de nitrato variou em funcdo da parte da planta analisada, encontrando-se
no colmo das duas cultivares os maiores acumulos. Nas folhas da cultivar IR42 ndo foram
observadas diferencas significativas, os dados indicam uma tendéncia de maior acimulo para
as plantas inoculadas. No colmo, a estirpe Cd propiciou um aumento de 88%, enquanto na
raiz, 15% de aimento, tenha sido observado com a estirpe M130. Na cultivar IAC4440 a
contribuico da inoculagdo mostrou tendéncias diferentes. Nas folhas, o maior acimulo foi
observado nas plantas do tratamento sem inoculagdo. Nos colmos, a estirpe M130 promoveu o
maior aumento (34%), enquanto nas raizes a estirpe Cd estimulou o acimulo em 30% (Tabela
22). Rodrigues (2001) observou em plantas de arroz, um aumento no teor de nitrato
proporcional ao teor de nitrogénio aplicado. Uma vez que as plantas de arroz foram cultivadas
sob inundagdo, pouco nitrato deveria estar disponivel no solo, de modo que a absor¢édo do
nitrato deve ter sido propiciada pelo sistema de ata afinidade (HATS), sendo este um sistema
induzido, com elevada afinidade pelo substrato atuando em concentragdes inferiores a 5SmM
(Siddigi et al., 1990 citados por Rodrigues, 2005). Ou ent&o, pelo sistema congtitutivo de ata
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afinidade (CHATS) garante a absorcéo do nitrato, mesmo em concentractes muito reduzidas
(Vidmar et al., 2000).

Tabdla 22: Acumulo de nitrato nas raizes, nos colmos e nas folhas das cultivares de arroz
IR42 e |AC4440 no periodo vegetativo.

Variedade Bactéria Raiz Calmo Folha

ZAEA 22,6 ab 42,3 ab 26,3 a
M130 33,6 a 40,1 b 49,9 a
IR42 M2 22,7 b 41,2 b 51,7 a
Cd 27,8 b 83,7 a 39,0 a
Controle 29,2 ab 445 ab 17,2 a
ZAEA 30,7 bc 57,6 b 58,3 ab
M130 39,0 ab 103,0 a 56,5 ab
|AC4440 M2 26,3 c 87,4 ab 60,5 ab
Cd 41,2 a 91,4 ab 26,3 b
Controle 314 abc 76,8 ab 84,5 a
CV (%) 22,4 44,6 59,7

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Média de 4 repeticbes. Valores expressos em pgrama de nitrato por g de massa fresca.

Os teores de aminoacidos livres das folhas de todas as plantas inoculadas da cultivar
IR42 foram superiores aos das plantas controle (Tabela 23), estando estes resultados de
acordo com os obtidos por Sabino (2003). Porém no colmo, o incremento observado pela
inoculacdo com a estirpe Cd, pode indicar um distarbio no metabolismo. Valores similares a
estes foram observados por Borges (2004) em plantas de milho cultivada sob um excesso de
nitrogénio (1300 mgN/vaso). Comportamento inverso foi observado na cultivar |1AC4440
onde o tratamento controle teve o maior acimulo de aminoé&cidos livres nas folhas, enquanto
nas raizes e colmos ndo foram observadas diferencas significativas.

Os teores de aglcar sollvel sdo indicadores da energia prontamente disponivel para o
metabolismo celular (Souza, 1995). O acumulo de agUcar soluvel nas raizes das duas
cultivares ndo foi influenciado pela inoculagéo, embora no tratamento com a estirpe M130
uma tendéncia de aumentos de 40% (IR42) e 73% (1AC4440) possam ser observados (Tabela
24). Nas folhas, na cultivar IAC4440 o maior acimulo foi observado no tratamento controle,
seguida pelo tratamento com a estirpe M2. Na cultivar IR42 n&o foram observadas diferencas
significativas, mesmo com o aumento de 150% observado nas plantas inoculadas com a
estirpe M2 (Tabela 24). Baptista (2002) ndo observou variagdo nos teores de agUcares
sollveis das folhas de plantas de arroz, em resposta a concentracdo de nitrogénio disponivel
no meio, independente da fonte ser nitrica ou amoniacal. Diferindo do observado por Souza et
al.(1999) ndo foi possivel observar uma relacéo negativa entre teores de aglcar e N-amino
livre presente nas plantas

Corroborando com os dados obtidos por Gomes et al. (2006) em cana-de-agUcar, as
variacOes observadas nas concentracdes das fracOes sollUveis (Tabelas 22, 23 e 24) néo
puderam ser relacionadas com a populacdo de diazotréficos presentes nas diferentes partes
das plantas de arroz (Tabela 12).

42



Tabela 23: Acumulo de aminoécidos livres nas raizes, nos colmos e nas folhas das cultivares
de arroz IR42 e |AC4440 no periodo vegetativo.

Variedade Bactéria Raiz Calmo Folha
------------ mmol.g de massa fresca t--------------
ZAEY 16,27 ab 30,14 b 23,97 ab
M 130 22,86 a 39,05b 40,20 ab
IR42 M2 14,23 b 39,25b 34,84 ab
Cd 12,34 b 86,18 a 40,97 a
Controle 17,82 ab 32,20b 19,66 b
ZAEY 16,16 a 32,93 a 24,76 ab
M 130 16,67 a 52,65 a 30,08ab
|AC4440 M2 13,93 3 50,22 a 31,42 ab
Cd 15,86 a 43,73 a 21,07 b
Controle 15,39 a 44,73 a 42,92 a
CV (%) 28,90 46,29 46,44
Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicag M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130 — Burkholderia spp..
brasilensis; Cd— A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas.
Meédia de 4 repeticdes. Valores expressos em milimolar de leucina por g de massa fresca

Tabela 24: Acumulo de aglcar solUvel nas raizes, nos colmos e nas folhas das cultivares de
arroz IR42 e |AC4440 no periodo vegetativo.

Variedade Bactéria Raiz Calmo Folha
---------- mg glicose.g massa fresca*-----------
ZAE94 402 a 18,76 ab 3,87 a
M130 5194 1764 b 577 a
IR42 M2 2,57 a 19,45 ab 761a
Cd 232a 35,50 a 6,43 a
Controle 3,73 a 16,07 b 3,05a
ZAE94 6,94 a 15,87 a 503b
M130 7,19 a 2891 a 7,30b
IAC4440 M2 4,95 a 21,80 a 9,99 ab
Cd 490 a 21,22 a 478Db
Controle 415a 19,06 a 14,60 a
CV (%) 46,31 55,47 68,47

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Meédia de 4 repeticdes. Valores exp ressos em mg glicose por g de massa fresca.

444 Atividade da enzima nitrato redutase

Apesar das plantas de arroz estarem em condigdes de inundagdo, onde ocorre uma
menor disponibilidade de N, na forma nitrica, nos solos, em funcdo da desnitrificacéo
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(Ingrahan, 1981), a assmilacdo de nitrato pelas plantas ocorre de maneira significativa
(Barlaan et al., 1998).

A atividade da nitrato redutase (ANR) das folhas foi superior ao observado nas raizes
e colmos (Tabela 25). Confirmando que em arroz, o nitrato é preferencialmente reduzido na
parte aérea das plantas (Souza et a., 2002).

Durante o periodo vegetativo, as duas cultivares apresentaram um padrdo de ANR
diferenciado em funcdo da inoculagdo, tendo a cultivar IR42 respondido positivamente,
enquanto a cultivar IAC4440, ou ndo foi influenciada ou teve a ANR reduzida (Tabela 25).
Efeitos, variados, na ANR em func&o da inoculagéo séo frequientemente observados (Baldani
et a., 1986, Ferreiraet a., 1987; Salomone e Dobereiner, 1996; Machado et al., 1995).

Na cultivar IR42, apenas nas raizes e colmos houve respostas significativas a
inoculacéo, embora nas folhas aumentos de até 70% tenham sido observados. Nesta cultivar, a
inoculagéo proporcionou um grande incremento na ANR nas raizes, onde a estirpe ZAE94
estimulou a enzima em 59%. Na cultivar IAC4440, o efeito foi inverso, com todos 0s
tratamentos inoculados apresentando ANR inferior ao controle, com redugdes de até 22% na
ANR das raizes das plantas. A auséncia de €efeito da inoculacdo da ANR nas folhas ja havia
sido previamente verificada (Machado et al., 1998; Machado et al., 1992).

Nos colmos, a inoculagdo da estirpe ZAE94 promoveu um aumento de 115% na ANR
dacultivar IR42, enquanto que a estirpe M2 estimulou em 21% a ANR na cultivar 1A C4440.

Embora a NR apresente importancia fundamental na reducdo do nitrato, néo
necessariamente aumentos na sua atividade, durante o periodo vegetativo, corresponderdo a
ganhos de producdo. Como observado por Hirel et al. (2001) os gendtipos de milho mais
produtivos foram os que apresentaram uma menor reducdo do nitrato no periodo vegetativo,
pois este, foi reduzido e trandocado para o gréo durante a fase reprodutiva.

Tabela 25:; Atividade da enzima nitrato redutase nas raizes, nos colmos e nas folhas dchs
cultivares de arroz IR42 e | AC4440 no periodo vegetativo.

Variedade Bacteria Raiz Colmo Folha
---------------- umol NO; . g plante *-------------
ZAE9%4 0,186 a 0,295 a 2,129 a
M130 0,148 ab 0,218 abc 1,688 a
IR42 M2 0,123 ab 0,258 ab 2,127 a
Cd 0,123 b 0,174 bc 1,708 a
Controle 0,117b 0,137 c 1,271a
ZAE9 0,184 a 0,209 ab 1579 a
M130 0,129 a 0,224 ab 1,502 a
|AC4440 M2 0,143 3 0,264 a 1,558 a
Cd 0,133 a 0,139b 1,305 a
Controle 0,165 a 0,218 ab 1,587 a
CV (%) 24,94 28,82 64,36

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M 130 — Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — n&o-inoculado com bactérias diazotroficas.

Média de 4 repeticbes. Valores expressos em micromolar de nitrito formado por g de tecido vegetal em 1 hora de
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4.45 Producédo eteor denitrogénio nos graos

N&o foram observados efeitos significativos na producdo dos gréos em nenhuma das
duas cultivares (Tabela 26). Embora na cultivar IR42, a inoculacdo com ZAE94 tenha
promovido mais de 20% de aumento na producédo dos gréos, este ndo foi significativo.

Do mesmo modo que o experimento anterior (item 4.3) todos as plantas inoculadas da
cultivar IR42 apresentaram um teor percentua de nitrogénio nos gréaos, avaliados sem casca,
significativamente superior ao tratamento sem inoculacéo (Tabela 26). As estirpes ZAE94 e
M130, isoladamente, propiciaram aumentos em brno de 20% no teor de nitrogénio sem
ocasionar reducéo na producdo de gréos da cultivar IR42. Na cultivar 1AC4440, somente
guando os graos foram avaliados com a casca foram observados aumentos significativos, com
destaque para a estirpe M130 que propiciou aumentos de 34% no teor de nitrogénio em
relacéo ao controle ndo inoculado (Tabela 26).

Ferreira (2004), observou que a inoculacdo da estirpe ZAE94 promoveu aumentos de
até 19% na producéo de gréos da cultivar 1A C4440.

Guimarées (2003) observou aumento no contetdo de nitrogénio e producdo de graos
de arroz, em experimento conduzido em casa de vegetacéo.

Em plantas de trigo inoculadas com Azospirillum, Cavallet et a. (1998), observou
aumentos de 17% na producdo de gréos, independentemente do manejo da adubagdo
nitrogenada. Didonet et al. (2000), trabalhando com trigo, ndo obtiveram efeito da inoculacéo
no rendimento de gréos, porém foi observado um melhor alocamento de N e biomassa para os
gréos, resultando em maior massa de mil gréos e em menor quantidade de N restante na
palhada das plantas na maturagdo fisioldgica. Rodrigues et a. (2000) ndo observaram efeito
da inoculagdo na producdo de gréos, porém o tratamento com bactéria e sem nitrogénio
aumentou significativamente o teor de N das plantas de trigo, sendo que aproximadamente
70% do N foi transportado das partes vegetativas para os gréaos.

Tabela 26: Producdo (g. planta), teor de nitrogénio (%) dos gréos das cultivares de arroz

IR42 e | AC4440.
Variedade Bactéria Producéo Nitrogénio
Comcasca  Sem casca
gplantet - %o------
ZAE94 6,06 a 1,17 a 1,00 a3
M130 5,20 a 1,14 a 1,03 a
IR42 M2 5,86 a 1,09 a 090 ab
Cd 5,27 a 1,07 a 0,83 b
Controle 4,93 a 0,96 b 088 ab
ZAE94 551 a 131 a 093 b
M130 6,57 a 1,30 a 1,13 a
|AC4440 M2 432 a 129 a 099 &
Cd 6,64 a 1,27 a 084 b
Controle 5,97 a 1,20 a 084 b
CV (%) 13,8 11,96 12,30

Valores seguidos da mesma letra, dentro de cada cultivar, ndo diferem entre si, segundo o teste LSD a 5% de
probabilidade.

ZAE94 — H. seropedicae; M2 — mutante natural ndo-fixador de H. seropedicae; M130— Burkholderiaspp.; Cd—
A. brasilense; Controle — ndo-inoculado com bactérias diazotréficas
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CONCLUSOES

As cultivares de arroz IR42 e 1AC4440 responderam de modo diferenciado a
inoculagdo com as bactérias diazotréficas, estando esta relacionada ao ambiente de cultivo das

plantas.

N&o houve correlacéo entre o potencial de producéo de acido indol acético (AlA) e a
atividade de reducdo de acetileno (ARA) das estirpes de bactérias diazotroficas testadas e a
sua capacidade de promover o crescimento das cultivares de arroz IR42 e 1AC4440.

A inoculacdo das estirpes de bactérias diazotroficas propiciou um maior teor de
nitrogénio nos gréos da cultivar IR42 sem ocasionar uma reducdo na produtividade da
cultivar.

Os parametros fisiol 6gicos avaliados (atividade da enzima nitrato redutase e particéo
das fragOes solUveis. nitrato, aminoécidos livres e carboidratos sollvels) ndo apresentaram
relacdo com a producgdo das cultivares de arroz.
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ANEXO

MEIO JMV

5 g manitol

6 ml K;HPO,4 Sol.10%

18 ml KH;PO,4 S0l.10%

2 ml MgSO,.7H,0 Sol.10%

1 ml NaCl Sol.10%

2 ml CaCh2H,0 Sal. 1%

2 ml Azul de bromotimol sol. 0.5% em 0.2N de KOH
2 ml Sol. de micronutrientes para meio de cultura*
4 ml FeEDTA Sol.1.64%

1 ml Vitaminaparameio de cultura**

Ajustar 0 pH para 5,0 com KOH e completar o volume para 1000 ml com é&gua
destilada. Adicionar 1,6g de agar por litro para meios semi-solidos.

MEIO JNFb

59  Acido Mdico

BMl KoHPO 4o Sol.10%
18Ml KHoPO4..ueeiiieeceeece e Sol.10%
2ml MQSO4.7TH20.....cc e e Sol.10%
Iml NACl.....ooiicee et e Sol.10%
2ml CaCh.2HoO......ooiieceeeeeeee e, Sol. 1%

2ml  Azul de bromotimol 0.5% em 0.2N de KOH

2ml  Solucéo de micronutrientes para meio de cultura*

AMl FEEDTA ..o Sol.1.64%
459 KOH

Iml  Vitaminaparameio de cultura**

Ajustar o pH para 5,8 com KH completar o volume para 1000ml com &gua destilada.
Adicionar 1,99 de agar para meios semi-solidos.

*Solucéo de micronutrientes para meio de cultura
0,04 g CuS04.5H,0

120 g ZnS0,4.7H,O

1,40 g HsBO3

NaMo00,.2H,0

1,75 g MnSO4.H,0

Completar o volume para 1000 ml com agua destilada.
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** Solucado de vitaminas para meio e cultura

10 mg debiotina
20 m de prdoxol — HCL

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

estéril e manter solucdo em geladeira.
Meio de cultura Dygs

2,0g deglicose

2,0 g de &cido malico

1,5 g de peptona bacteriol 6gica
2,0 g de extrato de levedura
0,5 g K>HPO,
0,5gMgS04.7H,O

1,5 g de &cido glutémico

Completar o volume para 1000 ml. Ajustar o pH para as diferentes espécies:
pH 5,0 — Burkholderia spp.

pH 6,0 — Herbaspirillum spp

pH 6,8 — Azospirllum spp.

Solucdo salina para diluicéo de cdlulas

3,4 g KH2PO4

0,2 g MgS04.7H,0O

0,1 g NaCl

0,02 g CaCh.2H,O

2 ml solugdo de micronutrientes
4 ml FeEDTA (solucéo 1,64%)
4,59gKOH

Ajustar o pH para 6,5 com KOH e completar o volume para 1000 ml com &gua

destilada
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