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RESUMO

SMANIOTTO, James Rodrigo. Contribuicdo de bactérias
endofiticas no crescimento e nutricdo de genétipos de arroz
de sequeiro. 2013. 120 f. Tese (Doutorado em Manejo do Solo)
— Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Agrérias. Lages, SC. 2013.

A aplicacdo de altas doses de N nas lavouras de arroz promove
perdas, além do alto custo do adubo nitrogenado. A associagéo
com bactérias fixadoras de N pode contribuir com o suprimento
de N da cultura, além de promover o crescimento do sistema
radicular. Este trabalho foi conduzido objetivando estudar o efeito
da inoculacdo de isolados de bactérias diazotréficas endofiticas
em gendtipos crioulos de arroz de sequeiro. Foi conduzido dois
experimentos em casa de vegetacdo e um a campo em trés anos
agricolas (2010/11, 2011/12 e 2012/13). O experimento 1,
conduzido em casa de vegetacdo para a avaliacdo da resposta
na FBN e promocéo de crescimento em virtude da inoculagao de
bactérias diazotréficas endofiticas em gendtipos crioulos de arroz
de sequeiro, conduzidos em casa de vegetacdo. O experimento 2
avaliou a contribuicdo efetiva da inoculacdo das bactérias do
experimento anterior, avaliados com o uso de nitrogénio marcado
(**N) pela técnica de diluicdo isotépica e abundancia natural de
>N em casa de vegetacéo. O ultimo experimento foi realizado a
campo com o objetivo de avaliar o uso de um inoculante
comercial a base de bactérias endofiticas, Abv5/Abv6, em
condi¢des de campo sobre a absorcdo de N e P e 0 acumulo de
massa seca pela planta. Os dados obtidos nos experimentos
foram submetidos a andlise estatistica através do sistema
estatistico SAS. A variedade de arroz de sequeiro amareldo
mostrou-se promissora quando inoculadas com bactérias do
género Azospirilum sp., apresentando maiores indices de
crescimento vegetal. O uso da técnica de diluicdo isotopica de
®N foi eficiente na determinacdo do teor de N no grdo, no
entanto ndo foram verificadas diferencas entres os isolados
avaliados. A inoculacdo de arroz de sequeiro com inoculante a



base de bactérias do género Azospirillum, Abv5/abvé né&o
apresentou efeito entre as variaveis avaliadas no estudo
realizado em condi¢des de campo.

Palavras chaves: Fésforo. Promocao de crescimento.
Nitrogénio.



ABSTRACT

SMANIOTTO, James Rodrigo. Contribution of endophytic
bacteria on growth and nutrition upland rice genotypes.
2013. 120 f. Thesis (Doctorate in Soil Managment) — Santa
Catarina State University. Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Agrérias. Lages, SC. 2013.

The application of high doses in rice fields promotes losses,
besides the high cost of fertilizer. The association with N-fixing
bacteria may contribute to the N supply of culture, and to promote
the growth of the root system. This work will be conducted to
study the effect of inoculation of isolates of endophytic
diazotrophs in upland rice genotypes Creoles. Experiments will
be conducted, two in the greenhouse and the field in three crop
years (2010/11, 2011/12 and 2012/13). The first experiment will
be conducted in a greenhouse to evaluate the response in the
BNF and growth promotion due to the inoculation of diazotrophic
bacteria in creole genotypes of upland rice, conducted in the
greenhouse. Experiment 2 evaluates the effective contribution of
inoculation of bacteria from the previous experiment, evaluated
with the use of labeled nitrogen (**N) by isotope dilution and **N
natural abundance in the greenhouse. The last experiment is
carried out with the objective to evaluate the use of a commercial
inoculant base growth promoting rhizobacteria under field
conditions on N and P uptake and dry matter accumulation by the
plant. The data obtained in the experiments are analyzed
statistically using the SAS statistical system. A variety of upland
rice - amareldo showed promise when inoculated with bacteria of
the Azospirillum sp., Showing higher rates of plant growth. The
use of isotopic dilution of >N was effective in determining the N
content in the grain, however were not observed differences
between the isolates. Inoculation with upland rice-based inoculant
Azospirillum bacteria, Abv5/abvé no effect among the variables
evaluated in the study conducted under field conditions.

Key words: Phosphorus. Growth promotion. Nitrogen.
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1. INTRODUGAO GERAL

O arroz é utilizado como principal alimento por mais de
um terco da populacdo mundial, além de ser considerado, dentre
0s cereais de importancia econbmica, 0 mais importante do
terceiro mundo (BODDEY et al. 1997). Sendo o arroz cultivado
em solos inundados responsavel por cerca de 86% de toda a
producéo de graos deste cereal (LADHA et al. 1997). Entretanto,
0 cultivo do arroz, nos ultimos anos, tem se expandido para
terras altas ou de sequeiro, principalmente no Brasil, onde
existem cerca de 2,4 milhGes de hectares plantados com a
cultura nestas condicdes (URQUIAGA & ZAPATA, 2000).

Na regido Serrana de Santa Catarina com predominio de
pequenas propriedades que utilizam mé&o-de-obra estritamente
familiar, onde h& predominio da producdo de subsisténcia,
baseada no uso sementes crioulas, ou seja, produzidas na
prépria propriedade. Com isso o uso de variedades crioulas
representa papel fundamental no aspecto socioeconémico da
pequena propriedade rural. Entretanto o uso anual da mesma
variedade pode com o passar dos anos reduzirem sua
variabilidade genética e com isso apresentar produtividades
menores do que as comerciais. Mesmo assim seu uso apresenta
aspectos positivos no que se refere a sua rusticidade as
adversidades de manejo nutricional e hidrico, conseguindo
produzir sob condi¢cdes de estresses. Dessa forma, alternativas
como o uso de bactérias endofiticas e de FMAs pode representar
um passo importante na potencializagdo da producdo dos
gendtipos  crioulos quando  inoculados com  esses
microrganismos, reduzindo os estresses nutricionais e hidricos e
melhorando o desempenho da cultura sem elevar os custos de
producéo dos pequenos produtores. No entanto, recentemente o
cultivo de arroz de terras altas ou sequeiro tem se expandido,
principalmente no Brasil, onde se estima que ha 2,4 milhdes de
hectares cultivados nesta condi¢do. Hoje, no Brasil, ao redor de
um terco da producédo de graos de arroz é originada de lavouras
cultivadas no ecossistema de terras altas. Essas areas, no
entanto, correspondem a dois tercos da area total cultivada com
o cereal, tendo o sistema de sequeiro como principal modalidade
(CRUSCIOL, et al.,2005). Sendo uma cultura adaptada para o
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cultivo em condi¢des de inundacgéo e, portanto, sensivel a seca,
quando é cultivado na condicdo de sequeiro, pode vir a sofrer
estresse hidrico e nutricional, o que pode provocar perdas
significativas na produtividade.

O estado do Rio Grande do Sul se destaca como 0 maior
produtor nacional, seguido por Santa Catarina, Maranh&do e Mato
Grosso, com 61, 8,4, 5,8 e 5,7%, respectivamente, sendo RS e
SC os detentores de maior produtividade devido ao fato do
predominio do sistema de arroz irrigado. Dados da Conab
(janeiro de 2009) mostram uma producdo na safra 2008/09 de
12177,1 mil t, e um consumo de 12900,00 mil t, o que reflete uma
necessidade de importacdo que nesta mesma safra chegou a
cerca de 1000,00 mil t, demonstrando dessa forma que o Pais
ainda nao é autosuficiente na producédo de gréos de arroz para o
consumo interno. Em Santa Catarina a cultura do arroz de
sequeiro tanto a area plantada quanto a producdo decresceram
guando comparados as safras 2007/08 e 2008/09, com reducéo
da éarea plantada de 3081 para 2465 ha representando 19,99%
de reducao, ja a producéo reduziu de 5048 na safra 2007/08 para
3586 na safra 2008/09, representando uma reducédo de 28,96%,
que segundo expectativas iniciais pode ocorrer perdas de
produtividade e consequente diminuicdo da producdo de gréos
devido ao excesso de chuvas, entre final de 2008 e inicio de
2009, gquedas de temperatura, principalmente quando se
considera a producéo do arroz de sequeiro que € mais sensivel
as intempéries naturais, visto que praticamente ndo ha uso de
sistemas de irrigacdo nas lavouras da regido serrana de Santa
Catarina. Entretanto, segundo a Conab em seu 6° levantamento
de fevereiro de 2009, estima que a producdo estadual deva
aumentar em aproximadamente 0,4% em comparacao a safra de
2007/08, totalizando cerca de 1,021 milhdo de toneladas,
considerando para isso a participagéo do arroz irrigado.

Na cultura do arroz de sequeiro, 0 nitrogénio € um dos
nutrientes mais importantes para a obtencdo de alta
produtividade, uma vez que sua demanda pela planta é alta.
Depois da agua o nitrogénio é o fator mais critico para o
crescimento e para a producdo de arroz de sequeiro. Sua
disponibilidade é um dos fatores limitante para a produtividade,
pois este nutriente contribui para 0 aumento da area foliar da
planta que implica em melhor aproveitamento da radiacdo solar,
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maior producdo de energia, pela fotossintese e,
consequentemente, melhores produtividades (FAREGIA &
BARBOSA FILHO, 2006). Nos ultimos anos o arroz tornou-se
altamente dependente dos fertilizantes nitrogenados, com isso,
aumentando os custos de producdo, haja vista que para se
produzir industrialmente 1 kg de fertilizante nitrogenado
consomeme-se seis vezes mais energia que para a producgéo de 1
kg de fésforo ou potéassio.

Desse modo, a sua baixa disponibilidade no solo limita o
potencial produtivo da cultura, 0 que o torna um problema para
cerca de 90% das regides da América Tropical. Em plantas
leguminosas, que possuem o processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), ela desempenha importante papel para a
producao agricola, pois reduz o uso de fertilizantes nitrogenados.
Entretanto, este processo também pode ser de fundamental
importancia em plantas ndo-leguminosas, tendo em vista que nos
Ultimos anos ensaios utilizando o método da diluicdo isotdpica
de, N demonstraram o potencial da FBN em varias culturas
ndo-leguminosas, dentre elas a do arroz (URQUIAGA et al,.
1991). Do mesmo modo, segundo Canuto et al. (2003) Uma
lavoura de cana-de-acucar com produtividade de 100 t.ha™de
colmos, acumula entre 180 e 250 kg. ha™ de N, no primeiro ciclo,
enquanto que nos ciclos seguintes, acumula de 120 a 180 kg.ha™
de N. Esta cultura, que demanda grande quantidade de N,
apresenta uma baixa resposta & adubacao nitrogenada, o que
sugere que a interacdo de alguns microrganismos diazotréficos
endofiticos com as plantas seja um sistema natural de reposicéao
do N exportado anualmente dos solos pela colheita. Os estudos
sobre a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) associada a cana-
de-aclcar tém se intensificado nos Udltimos anos e varias
bactérias fixadoras de N, foram isoladas de tecidos de diversas
partes da planta (Baldani et al., 2002). Os dados de literatura
mostram que a contribuicdo de FBN associada as plantas de
cana-de-acUcar cultivadas no campo e sem inoculacdo varia de
zero a 70%, conforme demonstrado através da técnica de
abundancia natural de *°N e da técnica de diluicdo isotdpica de
®N (Polidoro et al, 2002). Também estudos recentes de
inoculagcéo de plantas micropropagadas de cana-de-aglcar com
uma mistura de 5 estirpes de espécies diferentes mostraram
contribuicbes ao redor de 30% (Oliveira et al., 2002). Desta
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forma, a selecdo de bactérias diazotroficas endofiticas com alto
potencial de associacao e contribuicdo para a FBN, pode ser um
fator diferencial para diminuir a dependéncia da cultura pelo N
derivado do solo ou da adubacdo nitrogenada sem que haja
perda de producdo. Desta forma, a selecdo de bactérias
diazotréficas endofiticas com alto potencial de associacdo e
contribuicdo para a FBN, pode ser um fator diferencial para
diminuir a dependéncia da cultura pelo N derivado do solo ou da
adubacéo nitrogenada sem que haja perda de producéo.

O grande interesse na fixacao biolégica em gramineas é
devido a maior facilidade de aproveitamento de agua das
mesmas em relagdo as leguminosas, pela maior efetividade
fotossintética. As gramineas apresentam um sistema radicular
fasciculado, tendo vantagens sobre o sistema pivotante das
leguminosas para extrair &gua e nutrientes do solo; e por serem
as gramineas largamente utilizadas como alimento pelo homem.
Por isso, mesmo que apenas uma parte do N pudesse ser
fornecida pela associagdo com bactérias fixadoras, a economia
em adubos nitrogenados seria igual ou superior aquela verificada
com as leguminosas que podem ser auto-suficientes em
nitrogénio (DOBEREINER, 1992). Os efeitos positivos da
inoculagdo de algumas estirpes de bactérias no crescimento das
plantas podem estar associados ao processo de FBN, a sintese
de horménios de crescimento produzidos pelas bactérias ou
mesmo a um efeito sinergistico destes fatores atuando em
diferentes estadios de desenvolvimento da planta.

Apesar de importantes inovacGes tecnolégicas, a
pesquisa agrondmica brasileira possui muitos desafios no que se
refere & producdo de arroz de sequeiro e a busca de solugdes
para os problemas da cultura. Em termos gerais, o0 maior desafio
encontrado é a consolidacdo da producdo sustentavel na
agricultura familiar. Uma vez que a FBN em gramineas tem sido
objeto de constante estudo nos Ultimos anos, porém ainda é
necessario maior conhecimento sobre a associacdo
planta/bactéria, visando explorar o potencial da interacdo em
beneficio do desenvolvimento da planta e conseqiiente aumento
de producéo.

Quando se trata de microrganismos diazotréficos
associativos, nem sempre s8o observadas diferengas entre
aqueles tratamentos inoculados quando comparados com as
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aplicagcbes de fertilizantes nitrogenados. Entretanto, alguns
trabalhos tém apresentado resultados bastante promissores,
principalmente no incremento de massa seca em plantas de
arroz, provenientes da inoculacdo com H. seropedicae
(FERREIRA et al., 2010; GUIMARAES et al., 2010). De modo
geral a inoculagéo de bactérias diazotréficas na cultura do arroz,
bem como em plantas da familia Poaceae (gramineas), pode
substituir a aplicacdo em média de 40 kg de N ha-1, dependendo
da variedade de arroz utilizada (BALDANI et al.,, 2000;
FERREIRA et al., 2003, GUIMARAES et al., 2010). Existe grande
variagdo na quantidade de N, fixado por todas as espécies de
leguminosas. Por exemplo, no trevo branco (Trifolium repens),
esta quantidade de N pode chegar a mais de 500 kg ha ano™.
Contudo, a quantidade usual de fixacdo de N no consércio
graminea-trevos na Nova Zelandia varia de 85 a 350 kg/ha de N
(CARADUS, 1990; LEDGARD et al., 1990).

A biologia do solo oferece varias alternativas para o
desenvolvimento de biotecnologias capazes de aumentar a
sustentabilidade dos sistemas agricolas, reduzindo a aplicacéo
de fertilizantes quimicos (DOBEREINER, 1990). Dentre essas
alternativas, esta o uso de bactérias diazotréficas capazes de
suprir 0 nitrogénio através da fixacdo biol6gica do nitrogénio
atmosférico e com efeitos na promocéo de crescimento vegetal.
Como exemplo, podem ser citadas as bactérias do género
Azospirillum que estdo associadas as gramineas colonizando
essas plantas endofiticamente (REIS & TEIXEIRA, 2005). A
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) contribui muito para o
desenvolvimento e nutricdo da planta. Entretanto, a aplicacéo
excessiva de adubos nitrogenados, pode afetar negativamente a
colonizacao e atividade biolégica desses microrganismos.

Muitos estudos indicam a possibilidade de se utilizar
bactérias endofiticas como insumo biolégico, disponibilizando
nutrientes e promovendo crescimento de plantas. Porém, o
comportamento dos microrganismos aplicados no campo é
influenciado pela competicAo com outros microorganismos
indigenos e pelas caracteristicas deste solo. Desta forma, séo
necessarias pesquisas que avaliem as condi¢cbes proprias de
cada regido, bem como a interagdo planta-microorganismo. A
utilizacao de bactérias endofiticas como insumo biolégico para a
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producéo de gréos pode contribuir para a producdo de arroz de
sequeiro, aumentando a sustentabilidade sistema de producéo.

Com base nisso, busca-se inovagfes tecnoldgicas que
minimizem os efeitos de estresses causados por fatores biéticos
e abidticos, principalmente no arroz de sequeiro, que é mais
vulneravel as questbes de adubacdo do solo e nutricdo
nitrogenada e fosfatada da planta principalmente nos solos de
baixa fertilidade natural geralmente encontrado na regido serrana
de Santa Catarina, assim como o fornecimento de agua, manejo
de pragas e plantas invasoras. Diante disso, 0 uso de
microrganismos promotores de crescimento como bactérias
endofiticas e FMAs pode representar papel de grande
importancia no que se refere ao aumento da produgdo e
produtividade de arroz de sequeiro, haja vista seu potencial para
a producdo de fitormonios e FBN (rizobactérias promotoras de
crescimento em plantas) e para 0 aumento do potencial de
absorcdo de fosforo. O uso de rizobactérias promotoras de
crescimento em plantas (RPCP) promove melhora no estado
nutricional da planta, consequentemente aumentando sua
produtividade e em contrapartida reduz a necessidade de uso de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados industrializados, reduzindo
assim o0s custos de adubacdo e os possiveis riscos ambientais
causados pelo uso excessivo desses fertilizantes.

Considerando que as bactérias diazotréficas endofiticas
atuam na promocao do crescimento radicular e da parte aérea de
arroz através da fixagcao bioldgica de nitrogénio e da producao de
fitormonios vegetais, foi realizados estudos com base na
diversidade de bactérias endofiticas para o desenvolvimento e/ou
melhoria de sistemas de producdo em pequenas propriedades
rurais cultivadas com arroz-de-sequeiro, além de avaliar o efeito
destes microrganismos no crescimento e nutricdo fosfatada e
nitrogenada de gendtipos crioulos de arroz-de-sequeiro no
Planalto Serrano de Santa Catarina. Apresentando o principal
objetivo de buscar alternativas que reduzam os custos de
producdo e aumentem os indices de produtividade dos
agricultores da regido com o uso de microrganismos que auxiliem
e maximizem o potencial produtivo da cultura e
consequentemente 0s maiores ganhos econdmicos dos
pequenos produtores rurais, onde a caracteristica principal é o
uso de mao de obra familiar em pequenas propriedades. Sendo



21

também caracterizada pelo baixo nivel de tecnologia utilizado
nestes sistemas de producdo, refletindo em uso de adubacédo
inadequada, manejo e tratos culturais sem o0 uso mecanizacao
avancadas.

Desse modo foram realizados trés estudos, divididos em
trés capitulos, com o intuito de elucidar o papel das bactérias
diazotréficas endofiticas inoculadas na cultura de arroz de
sequeiro. No capitulo 1 foi estudado o efeito da inoculacdo de 3
inoculantes provenientes de estirpes de bactérias isoladas pelo
laboratério de microbiologia do solo do CAV/UDESC e um
inoculante comercial com estirpes de Azospirillum — Abv5/abve,
provenientes da empresa Total biotecnologia. Onde foram
avaliados a capacidade das bactérias na promocdo de
crescimento vegetal através das determinacfes de massa seca
de raiz e de parte aérea, além dos teores de nitrogénio e fosforo
no tecido vegetal de trés diferentes gendtipos de arroz de
sequeiro e uma variedade melhorada de arroz irrigado.

No capitulo 2 o estudo foi realizado para avaliar o
potencial de fixagdo biologica de nitrogénio atmosférico de trés
estirpes de bactérias provenientes do Laboratério de
Microbiologia do Solo do CAV/UDESC em diferentes doses de
nitrogénio através do uso do marcador isotépico °N, pela técnica
da diluic&o isotépica e da abundancia natural de *°N.

O uso de inoculante comercial em condi¢cdes de campo
foi estudado no capitulo 3, onde dois gendtipos crioulos de arroz
de sequeiro e uma variedade comercial de arroz irrigado foram
inoculados com estirpes azospirillum Abv5/abv6 provenientes da
empresa Total Biotecnologia. Foram utilizados trés doses de
nitrogénio. Ao final do ciclo foram avaliados a produtividade e os
teores de nitrogénio e fosforo na folha bandeira e no gréo.

1.1 HIPOTESE

Bactérias endofiticas atuam na promoc¢éao do crescimento
radicular e da parte aérea de gendtipo crioulos utilizados na
agricultura familiar.
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1.2 OBJETIVO GERAL

O trabalho desenvolvido tem por objetivo estudar as
interagbes entre microrganismos promotores de crescimento
vegetal, com base na diversidade de bactérias endofiticas do
género Azospirilum, Pseudomonas e Rhizobium para o
desenvolvimento e/ou melhoria de sistemas de producdo em
pequenas propriedades rurais cultivadas com arroz de sequeiro;
e avaliar o efeito destes microrganismos relacionados ao
crescimento e nutricdo fosfatada e nitrogenada de gendétipos
crioulos de arroz de sequeiro.

1.2.1 Objetivos especificos

Avaliar a eficiéncia agronbmica e caracteristicas de
producdo do arroz-de-sequeiro inoculado com bactérias
endofiticas e com FMAs.

Buscar alternativas de manejo de adubacdo para
producdo de arroz-de-sequeiro, por meio do uso de adubacéo
nitrogenada e fosfatada; Inoculagdo com rizobactérias
promotoras de crescimento e fixadoras de nitrogénio.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ORIGEM DO ARROZ

O arroz teve origem a partir de duas formas silvestres: a
espécie Oryza rufipogon, procedente da Asia, originando a
espécie Oryza sativa. A segunda forma é a espécie Oryza barthii
(Oryza breviligulata), oriunda da Africa Ocidental, dando origem a
espécie Oryza glaberrima. O género Oryza € 0 mais rico e
importante da tribo Oryzeae e engloba cerca de 23 espécies, as
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quais estdo dispersas espontaneamente nas regides tropicais da
Asia, Africa e Américas. A espécie O. sativa deu origem a
maioria das cultivares de arroz do mundo, sendo cultivada,
inclusive no Brasil (EMBRAPA, 2005). Mesmo antes dos relatos
histéricos terem sido evidenciados, o arroz foi, provavelmente, o
principal alimento e a primeira planta cultivada na Asia. Ha cerca
de 5.000 anos, a literatura chinesa ja mencionava as mais
antigas referéncias ao arroz. Sendo seu uso também muito
antigo na india, onde é citado em todas as escrituras hindus,
onde variedades especiais eram usadas como oferendas em
cerimdnias religiosas. Algumas diferencas entre as formas de
arroz cultivadas na india e sua classificacdo em grupos, de
acordo com ciclo, exigéncia hidrica e valor nutritivo, foram
mencionadas a cerca de 1.000 a.C. (EMBRAPA, 2005).

No cenario mundial, dados da safra 2008/09 colocam a
China como maior produtor, sendo responsavel por 30,8%,
seguido pela india, com 22,2%; Indonésia, com 8,3%; Vietna,
com 5,4%; Tailandia, com 4,4%; Filipinas, com 2,4% e o Brasil,
com 1,9%. Quando considerado apenas o Mercosul, o Brasil se
destaca como maior produtor, participando com cerca de 81,8%
das 14,741 milhdes de toneladas produzidas na safra 2007/08,
seguidos pelo Uruguai, com 8,8%; Argentina, com 8,5% e
Paraguai, com 0,9%. O Brasil apresenta também o maior
consumo per capita do Mercosul, com consumo de 36kg hab
ano, seguidos por Paraguai, Uruguai e Argentina com 11, 10e 4
kg hab ano respectivamente (FAQO). Dados da Conab estimam
para a safra 2008/09 um volume total de 12,519 mil toneladas,
com &rea plantada de 2,893 mil hectares e rendimento médio de
4.326 kg ha.

No Brasil, o arroz é produzido em sistema de varzeas
(terras baixas) e de sequeiro (terras altas). O sistema de varzeas
apresenta condi¢cdes 6timas para o desenvolvimento da cultura
quanto a disponibilidade de éagua, predominando a irrigacéo
controlada, onde alguns gendtipos podem atingir produtividades
de até 12 toneladas por hectare (PINHEIRO, 1999). O método de
cultivo de varzeas responde com cerca de 40 % da area total
cultivada com arroz, contribuindo com 68 % da producéo
nacional (CONAB, 2005) e com 86% de toda a producédo de
gréos deste cereal no mundo (LADHA et al. 1997). Ja no sistema
de sequeiro ou terras altas, as plantas tornam-se altamente
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dependentes das chuvas para a realizagdo de todos os
processos fisiolégicos que determinam a producdo, e mesmo em
condicdes favoraveis, a produtividade ndo ultrapassa 6 t.ha™
(PINHEIRO, 1999).

Alguns autores consideram que 0 arroz de sequeiro
evoluiu a partir do arroz irrigado em funcédo do deslocamento do
homem de areas baixas para locais mais elevados (CHANG &
BARDENAS, 1965; OTOOLE & CHANG, 1979). No entanto,
YOSHIDA & HASEGAWA (1982), relataram que a pressao
natural de selecdo que é exercida no ecossistema de sequeiro
induziu as alteracbes e adaptagbes sofridas pelas plantas,
principalmente no sistema radicular, apresentando raizes longas
e espessas. Apesar da reducdo na area plantada com arroz de
sequeiro e as baixas produtividades, as pesquisas tém mostrado
gque, com a introdug¢do das chamadas cultivares modernas (com
porte baixo e folhas eretas), ocorre melhor aproveitamento dos
nutrientes e aumento da capacidade fotossintética, refletindo
numa maior producédo de grdos (PINHEIRO, 1999).

2.2 ASPECTOS NUTRICIONAIS

A adubacao nitrogenada foi identificada como o fator de
maior indice de consumo de energia para producao agricola (Ma
& Dwyer, 1998). O desenvolvimento de estratégias de aplicacédo
e reciclagem de N é importante para melhorar a eficiéncia de uso
do elemento e aumentar as taxas de lucro de produtores sem
provocar contaminacfes ambientais. Desse modo a aplicacédo
racional de N deve equilibrar a eficiéncia energética e a protecao
ambiental enquanto aumenta a lucratividade e a qualidade
alimentar (Schroder et al., 2000).

Além do manejo do solo, em paises de clima tropical
como o Brasil, o nitrogénio é o elemento mineral mais importante
para a producdo das culturas. Embora presente em abundancia
na atmosfera (78%), na forma de N,, este elemento ndo esta
prontamente disponivel para as plantas, uma vez que a ligacéo
tripla e covalente de sua molécula ndo pode ser rompida pelas
plantas. Entre os processos que podem romper esta molécula,
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tornando-a assimilavel pelas plantas, o da Fixacao Bioldgica de
Nitrogénio (FBN) é o mais estudado em culturas de plantas
leguminosas.

A partir da década de 70 é que os estudos envolvendo a
associacdo de bactérias diazotréficas com as gramineas se
intensificaram. Esta época coincidiu também com a crise do
petréleo, fazendo com que e o interesse por alternativas
biolégicas ao uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura
fosse despertado (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Sendo assim,
0 maior potencial de fixacdo de nitrogénio nas gramineas foi
atribuido as bactérias diazotréficas de carater microaerofilico.
Estes microrganismos possuem a capacidade de mover-se no
meio de cultura semi-sélido (DOBEREINER et al., 1995) para
sitios onde a difusdo de O, esta em equilibrio com as
necessidades respiratérias, uma vez que a enzima nitrogenase €
extremamente sensivel ao 0O,. A presenca da pelicula
desenvolvida na subsuperficie desses meios evidencia a
habilidade que esses microrganismos tém de crescer na
profundidade onde a pressao parcial do oxigénio é favoravel
(HUBBEL & GASKINS, 1984).

A eficiéncia do processo da FBN em plantas de
leguminosas é facilmente visualizada na cultura da soja, onde até
94% do N requerido pelas cultivares mais produtivas pode ser
fornecido pela FBN (HUNGRIA et al., 2006), colocando o Brasil
entre os maiores produtores mundiais desta cultura. Por outro
lado em plantas ndo-leguminosas, o processo da FBN néo é téo
eficiente quanto na cultura da soja, embora bactérias capazes de
fixar nitrogénio atmosférico, como os géneros Herbaspirillum,
Burkholderia e Azospirillum, tenham sido isoladas de plantas
como arroz, trigo, milho, sorgo, cana de aglcar e Brachiaria spp.
(ELBELTAGY et al., 2001; PERIN et al., 2006; RODRIGUES et
al., 2006; REIS JUNIOR et al, 2000; 2004) em varios
experimentos.

O estabelecimento endofitico, quando comparado ao
ambiente rizosférico, € considerado um processo importante,
uma vez que por as bactérias podem influenciar de forma
positiva o crescimento do hospedeiro; quando no interior do
vegetal encontram um nicho com menor competicdo microbiana
e menos sujeito a oscila¢gdes ambientais e a interface de troca de

s

metabolitos € mais direta do que a encontrada no ambiente
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rizosférico. Entre as bactérias ha grande variabilidade inter e
intraespecifica na capacidade de estabelecimento endofitico.
Algumas dessas espécies também sdo capazes de
sobreviver tanto na planta quanto no solo. Em fungédo disso,
BALDANI et al., (1997) propuseram que o termo endofitico fosse
subdividido em endofitico obrigatorio e facultativo, possibilitando
assim, a diferenciacdo dessas bactérias. Logo, as bactérias
capazes de sobreviver no solo e de se estabelecer nas raizes
das plantas foram denominadas de endofiticas facultativas, como
€ o caso do Azospirillum. Ja aquelas que tém baixa capacidade
de sobrevivéncia no solo e que colonizam raizes e parte aérea
das plantas, foram chamadas de endofiticas obrigatorias.
Diversas gramineas de interesse econémico, como milho,
arroz e trigo, podem estar associadas com bactérias do género
Azospirillum, Burkholderia e Herbaspirillum. Outro exemplo
importante seria a associacdo de bactérias do género
Gluconacetobacter com cana-de-aglcar. Nesta associacao nao
ocorre a formacgao de uma estrutura especializada para a fixacéo
do nitrogénio (n6édulos) e as bactérias podem invadir ou nao o
tecido da planta através de ferimentos na epiderme, pontos de
emissdo de raizes secundarias e estdmatos, sendo distribuida
para o restante da planta via vasos condutores (REIS et al.,
2006). Os produtos da fotossintese sdo liberados pela planta, e
absorvidos pelas bactérias que estdo na rizosfera ou no interior
da planta. As bactérias fixam o nitrogénio e transferem o NH,"
para a planta. Esta associacdo ndo é tdo eficiente quanto a
simbiose leguminosas-rizobio e o mecanismo de liberacdo NH,"
da bactéria para a planta, ainda nao esta elucidado, ja que nao
se sabe se a bactéria libera o N, fixado ou se este é liberado
apos a morte e lise da célula bacteriana. Além do que, devido a
auséncia de estruturas especializadas e a ampla distribuicdo em
diferentes partes da planta, € dificil precisar o nicho da fixagdo.
As bactérias diazotréficas do género Azospirillum,
fixadoras de nitrogénio atmosférico, que associadas a rizosfera
das plantas podem, possivelmente, contribuir com a nutricdo
nitrogenada (BODDEY e DOBEREINER, 1995). Conforme
Cavalett et al. (2000), o efeito da bactéria Azospirillum spp. no
desenvolvimento do milho e em outras gramineas, tem sido
pesquisado nos Ultimos anos, ndo somente quanto ao
rendimento das culturas, mas também, com relacdo as causas
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fisiolégicas que, possivelmente, aumentam esse rendimento.
Segundo Didonet et al. (1996), sdo muitas as evidéncias de que
a inoculacdo das sementes de milho com A. brasilense seja
responsavel pelo aumento da taxa de acimulo de matéria seca,
0 que parece estar relacionado com o aumento da atividade das
enzimas fotossintéticas e de assimilacdo de nitrogénio. Além do
efeito sobre a cultura, a bactéria possui ainda os seguintes
beneficios como inoculante: a bactéria é endofitica, ou seja,
penetra na raiz das plantas; apresenta antagonismo a agentes
patogénicos; produz fitorménios; ndo é muito sensivel as
variagcbes de temperatura e ocorre em todos os tipos de solo e
clima (ARAUJO, 2008).

2.3 DILUICAO ISOTOPICA DE *N

Nos estudos sobre a dindmica do nitrogénio no sistema
solo-planta, muitas vezes, é dificil quantificar a origem deste
nutriente. As analises com is6topos estaveis tém sido uma
ferramenta ecoldgica que dentre outras aplicagcbes, pode ser
utilizada no estudo da dinamica dos nutrientes no sistema solo-
planta (FIGUEIREDO et al., 2005). O uso de uma fonte marcada
com N constitui-se no método que permite quantificar com
maior preciséo a eficiéncia de utilizacéo deste nutriente e a fonte
originaria, seja solo, fertilizantes organicos ou inorganicos,
imprescindivel ao desenvolvimento de estratégias de manejo que
aumentem o0 seu aproveitamento pelas culturas (SILVA et al.,
2006). Varios estudos ja foram conduzidos para testar os efeitos
de fungos micorrizicos arbusculares sobre a absor¢do de
nutrientes pelas plantas. Entretanto, revisdes de literatura
sugerem que a funcdo do FMA na aquisicdo de N pela planta é
variavel. Enquanto alguns pesquisadores consideraram a
contribuicdo do FMA pouco significativa na absorcdo deste
elemento, outros acreditavam que as associacfes micorrizicas
podem ser importantes na nutricdo de N das plantas. Segundo
Faquin (1988), parece que a absor¢cdo de N do solo pelas hifas
dos FMAs ndo é suficiente para atender as exigéncias das
plantas. Contudo, Johansen et al. (1994) verificaram, em trabalho
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desenvolvido com pepino e com o fungo micorrizico Glomus
intraradices, a capacidade das hifas de transportar N em
quantidade suficiente para aumentar, significativamente, o
crescimento das plantas.

O uso de uma fonte marcada com N constitui-se no
método que permite quantificar com maior precisédo, comparado
ao método da diferenca, a utilizacdo deste nutriente. Além disso,
possibilita distinguir a fonte originaria, seja solo ou fertilizante
(LARA CABEZAS et al., 2000; SILVA et al., 2006b), podendo
contribuir para a tomada de decisdo quanto ao manejo da
adubacéo nitrogenada (DUETE, 2008).

Atualmente a técnica disponivel mais aceita no meio
cientifico para quantificar a FBN numa cultura é a da diluicdo
isotopica de >N (BODDEY e URQUIAGA, 1992). Esta técnica
tem a vantagem de permitir quantificar a contribuicdo da FBN no
ciclo da cultura, do plantio até a colheita, e de se avaliar o N
fixado que foi incorporado dentro da planta. Por esta técnica
entdo, pode-se medir o beneficio da FBN durante o crescimento
das plantas (PEOPLES et al., 1989). A técnica E baseada na
alteracdo da proporcdo natural entre os isétopos °N e N,
acrescentando-se ao substrato das plantas a serem testadas
adubos nitrogenados artificialmente enriquecidos (at.% *°N
>0,3663) em proporcdo conhecida, ou seja, adubos com
nitrogénio marcados. Neste caso plantas que obtenham
nitrogénio de um solo onde foi adicionado nitrogénio marcado
possuirdo um enriquecimento em **N semelhante ao do solo. Por
outro lado, plantas que obtenham além do N marcado
proveniente do solo, N atmosférico gnéo marcado), sofrem uma
diluicdo no seu enriquecimento em N (XAVIER, 2006). Quanto
maior a magnitude da diluicdo, maior a quantidade de N
atmosférico incorporado e, por conseguinte, maior a contribui¢céo
da FBN.

A técnica de diluicdo isotépica de °N depende de um
fator basico: plantas fixadoras e testemunha devem absorver
nitrogénio do solo com a mesma marcacdo. Além disso, outras
entradas de nitrogénio no sistema solo-planta como agua de
irrigacdo, chuvas, agroquimicos, fertilizantes nitrogenados devam
ser de magnitudes despreziveis, ou iguais tanto para a planta
fixadora de N, como para a planta testemunha. A planta
testemunha nao deve fixar nenhum “nitrogénio atmosférico”, ou a
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guantidade de nitrogénio fixado deve ser desprezivel em relacéo
a quantidade fixada pela planta teste. As estimativas da fixacdo
biolé%ica de nitrogénio usando-se a técnica de diluicdo isotdpica
de N com espécies ndo leguminosas s&o relativamente
recentes. Em gramineas, a técnica tem sido aplicada em
forrageiras (BODDEY e VICTORIA, 1986), cana-de-agucar
(LIMA, 1987) e arroz (OLIVEIRA, 1994; CAMPOS, 1999).

Do mesmo modo, nos Ultimos anos a técnica da
abundancia natural de **N vem ganhando destaque em nivel de
campo baseando-se no fato de que geralmente, o N do solo é
levemente enriquecido com o isétopo >N em comparacéo ao N
atmosferico (SHEARER e KOHL, 19862. Na atmosfera o
nitrogénio possui ao redor de 0,3663% de N e 0 99,6337% de
N (JUNK et al., 1958, citados por Alves, 1996). No entanto,
devido a discriminagdo isotépica que ocorre durante as
transformacdes do nitrogénio no sistema solo-planta, ambos
podem apresentar valores de >N um pouco maiores que 0s
encontrados na atmosfera (SHEARER e KOHL, 1986).



3. CAPITULO |

INOCULA(;AO DE ARROZ DE SEQUEIRO COM ISOLADOS
DE BACTERIAS ENDOFITICAS EM CASA DE VEGETACAO

RESUMO

A cultura do arroz é altamente exigente em nutrientes,
necessitando que estejam prontamente disponiveis para uso nao
prejudicando o crescimento vegetal da cultura. Fertilizantes
nitrogenados sdo utilizados em grande quantidade na producéo
agricola mundial e demandam grande consumo energético para
sua produgéo industrial. Na maior parte das areas agricolas onde
0 arroz é cultivado, o nitrogénio é o principal fator limitante a
produtividade, constituindo a maior fracdo do custo de producgéo.
A selecdo e o0 uso de gendtipos de arroz com maior eficiéncia na
absorcdo de nitrogénio devem ser priorizados nos atuais
sistemas produtivos, visando diminuir custos de producdo e
aumentar a produtividade de grdos e reduzir os impactos
negativos do uso excessivo de fertilizantes nitrogenados sobre o
ambiente. Com o objetivo de avaliar o potencial de inoculac¢éo de
rizobactérias promotoras de crescimento em genotipos crioulos
de arroz de sequeiro. Foi montado um experimento em casa de
vegetacdo com quatro gendtipos de arroz de sequeiro sendo um
genotipo proveniente da Estacdo Experimental de Itajai — Epagri
(variedade SCS115CL - cultivada no sistema irrigado), dois
genotipos provenientes do municipio de Sdo José do Cerrito/SC
(variedade amareldo e agulhinha) e um gendétipo proveniente da
Estacdo Experimental de Lages — Epagri (variedade amarelédo —
ARAZ2); quatro rizobactérias promotoras de crescimento (Ai27 —
género Azospirillum, Fe27 — género Pseudomonas, Fe34 -
género Rizobium, ambas provenientes da colecdo de bactérias
endofiticas do LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E FAUNA
DO SOLO, CAV/UDESC e um inoculante comercial - Abv5/Abv6
a base de bactérias do género azospirillum); e com a condicédo
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ndo inoculada. Por ocasido da colheita foram coletadas a parte
aérea das plantas para a determinacdo de matéria seca e o teor
de N e P, e coletado raizes para determinacdo de matéria seca e
para a relacdo Raiz/Parte Aérea. O inoculante Fe27
(Pseudomonas sp.) foi mais eficiente em acumular fésforo no
tecido vegetal de arroz de sequeiro comparado aos outros
inoculante e ao controle sem inoculacdo. Os geno6tipos crioulos
foram mais eficientes do que a variedade de arroz irrigada na
absorcdo e acumulo de nitrogénio no tecido vegetal.

Palavras-chave: Rizobactérias promotoras de crescimento.
Fixacao biologica de nitrogénio. Nitrogénio.



INOCULATION OF UPLAND RICE WITH ENDOPHYTIC
BACTERIA IN GREENHOUSE

ABSTRACT

Rice cultivation is highly demanding in nutrients, necessitating
that are readily available for use does not impair plant growth
culture. In most agricultural areas where rice is grown, nitrogen is
the main limiting factor productivity, constituting the largest
fraction of the cost of production. The selection and use of rice
genotypes with greater efficiency in the absorption of nitrogen
should be prioritized in current production systems in order to
reduce production costs and increase yield and reduce the
negative impacts of excessive use of nitrogen fertilizers on the
environment. An experiment was set in a greenhouse with four
genotypes of upland rice being a genotype from the Experimental
Station of Itajai - Epagri (SCS115CL variety - grown in irrigated
system), two genotypes from the city of S8o José do Cerrito / SC
(variety yellowing and Agulhinha) and a genotype from the
Experimental Station Lages - Epagri (yellowing variety - ARA2),
four growth promoting rhizobacteria (Ai27 - Azospirillum, Fe27 -
Pseudomonas, Fe34 - genus Rhizobium, both from the collection
of endophytic bacteria the LAB MICROBIOLOGY AND SOIL
FAUNA, CAV / UDESC and inoculant - Abv5/Abv6 the basis of
Azospirillum bacteria) and not inoculated with the condition. At
harvest were collected aerial parts of the plants for the
determination of dry matter and N and P, and roots collected for
determination of dry matter and the ratio of root / shoot. The
inoculant Fe27 (Pseudomonas sp.) was more efficient in
accumulating phosphorus in plant tissue in upland rice compared
to other inoculant and the uninoculated controls. Genotypes
Creoles were more efficient than the variety of irrigated rice in the
absorption and accumulation of nitrogen in plant tissue.

Key words: Growth promoting rhizobacteria. Biological nitrogen
fixation. Nitrogen.



3.1 INTRODUCAO

A cultura do arroz é altamente exigente em nutrientes,
necessitando que estejam prontamente disponiveis para uso nao
prejudicando o crescimento vegetal da cultura. Fertilizantes
nitrogenados séo utilizados em grande quantidade na producéo
agricola mundial e demandam grande consumo energético para
sua producdo industrial. Na maior parte das areas agricolas onde
0 arroz é cultivado, o nitrogénio é o principal fator limitante a
produtividade, constituindo a maior fragdo do custo de produgéo.
Depois do potassio, o0 nitrogénio é o nutriente que a planta de
arroz mais demanda e acumula. Desse modo o uso racional do
nitrogénio se torna de extrema importancia para o aumento da
produtividade do arroz, além da sustentabilidade do sistema
produtivo. O nitrogénio esta presente na clorofila, com expressiva
participacdo no aumento da area foliar da planta, a qual aumenta
a eficiéncia na interceptacdo da radiacdo solar e a taxa
fotossintética e, consequentemente, a produtividade de graos
(FIDELIS et al.. 2012).

A selecdo e 0 uso de gendtipos de arroz com maior
eficiéncia na absorcao de nitrogénio devem ser priorizados nos
atuais sistemas produtivos, visando diminuir custos de producéo
e aumentar a produtividade de grdos e reduzir os impactos
negativos do uso excessivo de fertilizantes nitrogenados sobre o
ambiente. Com a necessidade de aumento da producédo de
alimento para a populacdo mundial é indispensavel que a
eficiéncia na utilizacdo desses fertilizantes seja alta e que seja
mantido o equilibrio ecolégico do ambiente produtivo. O uso de
rizobactérias promotoras de crescimento em planta (RPCP)
possui grande potencial. Essas bactérias possuem a capacidade
de colonizar raizes e outros tecidos internos da planta, sendo
consideradas promotoras de crescimento vegetal, além de outros
efeitos benéficos, como no aumento da disponibilidade de
nutrientes as plantas, ou seja, pela solubilizacdo de fosfatos
inorganicos, ou pela fixacado biolégica de nitrogénio, promovendo
0 incremento no crescimento de raizes, favorecendo a absorcéo
de nutrientes e agua.

Na ultima década, pesquisas tem demonstrado que o
estabelecimento endofitico de bactérias desempenha um
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importante papel fisioldgico no crescimento da planta hospedeira,
como: biocontrole de fitopatégenos, supressdo de doencas por
inducdo de resisténcia localizada e/ou sistémica, melhoria da
nutricdo nitrogenada via FBN e promocgdo de crescimento
(MIRZA et al., 2001). Microrganismos endofiticos, definidos como
aqueles que passam pelo menos parte de seu ciclo de vida
dentro do tecido vegetal da planta hospedeira, sem que a planta
apresente sintomas de doencas. A presenca destas bactérias
nas plantas tem sido associadas a promocédo de crescimento de
varias culturas, como batata (STURTZ, 1995), batata doce
(REITER et al., 2003) milho (HINTON e BACON, 1995), arroz
(VERMA, et al., 2001). Por se tratar de microrganismos, as
rizobactérias adicionadas ao solo podem apresentar
comportamento diferenciado em virtude das condi¢bes do
ambiente, do clima e dos niveis de nutrientes do solo,
influenciando a estabilidade, a sobrevivéncia e a sua atuagéo,
podendo néo gerar os efeitos benéficos esperados da interacéo
bactéria-planta.

Para as gramineas, as maiores contribuicbes da FBN
foram atribuidas as bactérias que possuem a capacidade de
estabelecer-se de forma endofitica. Isso quer dizer que, uma vez
dentro da planta, ndo causam danos nem induzem sintomas.
Além disso, podem ser isoladas de tecidos vegetais
superficialmente desinfestados ou extraidas do interior da planta
(KLOEPPER et al., 1997). Essa bactérias diazotroficas
endofiticas podem associar-se a cana-de-agucar naturalmente ou
podem também ser inoculadas para promover efeitos benéficos.
Oliveira et al. (2006) avaliaram o efeito da inoculacdo de misturas
bacterianas em material micropropagado de duas variedades de
cana-de-acucar e verificaram resposta positiva sobre a fixacédo
biolégica de nitrogénio atmosférico (FBN), com contribuicdo
média de aproximadamente 30% do nitrogénio acumulado.
Esses resultados indicam que a combinacdo de espécies
bacterianas no inoculante é uma estratégia viavel para melhorar
a FBN e a produtividade da cultura.

A producao de fitormonios por bactérias € um dos fatores
responsaveis pelo efeito estimulatério observado no crescimento
de plantas, como encontrado em estudo com inoculacdo de
estirpes de Azospirillum. O principal horménio produzido por
estirpes desse género é uma auxina, o acido 3-indolacético
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(AIA), além de outros compostos inddlicos e de citoquininas e
giberelinas. H& pelo menos trés vias biossintéticas descritas para
a producdo de AIA em Azospirillum, sendo 2 dependentes de
triptofano, como a via indole-3-acetamida (IAM) e a indole-3-
piruvato (IpyA), e uma independente de triptofano (Lambrecht et
al., 2000).

Bactérias diazotroficas com carater microaerofilico
apresentam grande potencial para fixacdo do nitrogénio
atmosférico, como exemplos tém as dos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum, Glucanobacter, Burkholderia e Azoarcus, sendo
colonizadoras de partes internas de raizes e parte aérea dessas
gramineas. Esses microrganismos associadas as gramineas
apresentam penetragdo passiva na planta, conseguindo acessar
0 interior vegetal através de ferimentos, de sitios de emergéncia
das raizes, coifa e estbmatos nas folhas, espalhando-se pelos
tecidos radiculares via apoplasto, colonizando 0s espagos
intercelulares das células da hipoderme, coértex radicular e
parede do aerénquima (PERIN, et al., 2003).

Na agricultura dos trépicos, onde se encontra solos com
baixa fertiidade natural, onde os solos sdo deficientes em
nutrientes principalmente N e P e em paises desenvolvidos onde
se busca uma agricultura mais sustentavel ecologicamente,
ocorre a busca de alternativas para a reducdo do uso
descontrolado de fertilizantes quimicos industrializados que
elevam os custos de producdo e agridem ao meio ambiente. A
alternativa é baseada no estudo de microrganismos que utilizem
nutrientes do solo e da atmosfera e o disponibilizem para as
plantas. A producao de soja no Brasil € um exemplo claro de que
a utilizacdo de microrganismos na agricultura é benéfica, onde a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) apresenta incremento
quando inoculadas com bactérias do género Rizobium sp,
fixando o nitrogénio necessario para todo o ciclo da cultura,
mantendo o mesmo nivel de produtividade do sistema com
adicao de fertilizante nitrogenado.

Com a inteng&o de obter incremento no crescimento e no
rendimento de plantas é utilizado rizobactérias promotoras de
crescimento em plantas (RPCP), onde o0s microrganismos
fornecem a planta compostos sintetizados utilizados para seu
crescimento, além de facilitarem a captacdo de nutrientes do
solo. As RPCP atuam direta e indiretamente no crescimento das
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plantas. Podem fixar nitrogénio atmosférico, produzir hormonios
e ou solubilizar minerais como o fésforo disponibilizando para as
plantas, além de acdes indiretas como a supressao de doencas
(CERIGIOLI, 2005). O processo de promogdo de crescimento
vegetal por bactérias € complexo, podendo ser influenciado por
diversos fatores bidticos e abioticos. Desse modo, os estudos
sobre ecologia microbiana que buscam contribuir para o
conhecimento sobre 0s processos interativos no ambiente podem
auxiliar o entendimento dos mecanismos envolvidos.

No uso de Azospirilum foram encontradas respostas
positivas a inoculacdo em plantas, mesmo quando cultivadas
com altos niveis de nitrogénio, indicando que a resposta da
planta ndo ocorre apenas em razdo do N fixado, mas, também,
da producédo de outras substancias (DOBBELAERE et al., 2003).
As auxinas estdo entre as substancias promotoras de
crescimento produzidas pelo azospirillim, dentre as quais o acido
indolacético (AIA) é a mais ativa e -caracterizada, sendo
conhecido por produzir aumento da elongacdo celular e
diferenciacdo celular. Também héa evidencias que isolados de
microganismos rizosféricos sdo capazes de sintetizar
reguladores de crescimento vegetal in vitro e que isolados de
diferentes plantas associados as raizes sao mais eficientes na
producdo de auxina do que os ndo associados as plantas.
Bactérias do género Azospirillum contribuem para o
desenvolvimento vegetal por meio da FBN e produgdo de
substancias reguladora de crescimento vegetal. A promocao de
crescimento se da pelo aumento do tamanho e da superficie
radicular, com consegiiente incremento na eficiéncia de absor¢éo
de 4gua e nutrientes do solo (BASHAN et al., 2004). Segundo
Gomes et al., a inoculacdo de sementes de arroz de sequeiro
com estirpes de Azospirillum lipoferum Sp 59 e Azospirillum
brasiliense Sp 245 influencio positivamente no comprimento de
raizes e numero de raizes secundarias do arroz de sequeiro,
havendo incremento no comprimento radicular em resposta a
inoculagéo.

Experimentos com inoculagdo de Herbaspirillum spp. em
solo ndo estéril em casa de vegetacdo, mostram que estes
microrganismos podem ser introduzidos no interior da planta de
arroz via aplicagdo de inoculantes nas sementes antes da
germinacdo. Dobereiner & Baldani (1995) observaram que
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estirpes de Herbaspirillum spp. quando inoculados em plantulas
de arroz cultivados em solucdo com nitrogénio marcado,
contribuiram com aumentos de 40% no N-total acumulado na
plantula. No entanto quando realizado em casa de vegetacédo os
aumentos foram de 17 e 19% do N incorporado na planta pela
FBN, quando inoculados com estirpes de H. seropedicae e B.
brasiliensis (BALDANI et al,. 2000).

Rodrigues et al. (2008) analisaram o efeito da inoculacéo
de sementes de arroz com estirpes de Azospirillum amazonense
isoladas de planta de arroz irrigado, cultivadas em casa de
vegetacdo. Os tratamentos inoculados com A. amazonense
apresentaram maior nuamero de paniculas por vaso em
comparagdo com os tratamentos controles ndo inoculados e
adubados com nitrogénio. Os isolados BR11833 e BR11752
aumentaram em até 10% a matéria seca de gréos, e 0s
tratamentos com BR11755 Y2" e BR11746 incrementaram em
até 18% o teor de N acumulado nos graos. Guarnato et al. (1999)
avaliaram a capacidade de promocdo de crescimento de 03
isolados do género azospirilum oriundos de gramineas de
ocorréncia no Japédo e inoculados em plantulas de arroz irrigado,
que foram cultivadas em solo ndo estéril em casa de vegetacao,
e observaram que a inoculacdo nos tratamentos sem aplicacéo
de N aumentou o peso seco de parte aérea das plantulas em até
14,8% em comparacdo ao tratamento controle.

3.2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa-de-vegetacéo, no Centro
de Ciéncias Agrarias-CAV, da Universidade do Estado de Santa
Catarina no periodo de 06/02/2011 a 06/05/2011, seguindo um
arranjo fatorial (5x4), onde foram testados 5 tratamentos de
inoculagdo com isolados de bactérias diazotréficas endofiticas
(ndo-inoculado — NI; isolado de Azospirillum spp - Ai27, de
Pseudomonas spp. - Fe27, de Rhizobium spp. — Fe34 e
inoculante comercial a base de Azospirillum —Abv5/abv6 em
quatro genétipos de arroz de sequeiro, sendo um genétipo
proveniente da Estacdo Experimental de Itajai — Epagri
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(variedade SCS115CL — cultivada no sistema irrigado), dois
genotipos provenientes do municipio de Sdo José do Cerrito-SC
(variedade amareldo e agulhinha) e um gendétipo proveniente da
Estacdo Experimental de Lages — Epagri (variedade amarelédo —
ARA2).

O delineamento utilizado foi completamente casualizados
com 05 repeticdes. Os isolados de bactérias diazotroficas
endofiticas (Ai27, Fe27 e Fe34) sdo provenientes da colecdo de
rizobactérias do laboratorio de microbiologia e fauna do solo,
onde o isolado Ai27 foi isolado e purificado no trabalho de
Cardoso (2008) sobre seu estudo de diversidade e ocorréncia de
bactérias endofiticas do género Azospirillum na cultura do arroz
irrigado e por Bianchet (2012), avaliando a disponibilidade de N
em funcdo da inoculagcdo de bactérias promotoras de
crescimento na cultura do arroz irrigado. Os isolados Fe27 e
Fe34 foram estudados por Sei (2012) em seu trabalho de
diversidade de rizobactérias em feijoeiro. O inoculante a base de
bactérias do género Azospirillum, estirpes Abvb/abve foi
fornecido pela empresa produtora de inoculantes Novozymes,
produtora e comercializador de inoculantes comerciais.

Entre os gendtipos utilizados no experimento, o
SCS115CL é utilizado na producéo de arroz irrigado, sendo uma
variedade melhorada. Os gendtipos amareldo e agulhinha
provenientes do municipio de Sdo José do Cerrito-SC séao
produzidos por agricultores familiares em um sistema de
producdo para subsisténcia, onde parte € destinada ao consumo
préprio e parte para a producdo de sementes para a proxima
safra. O gendtipo ARA2 — amareldo € um gendtipo crioulo
proveniente do banco de sementes da Estagdo experimental da
Epagri de Lages-SC.

Na execucédo do estudo foi produzido os inoculantes das
estirpes Ai27, Fe27 e Fe34 no laboratério de microbiologia do
solo no Centro de Ciéncias Agrarias — CAV em meio de cultura
tipo “DYGS”, e ap6s, sua concentracéo foi ajustada paral0® UFC
mI* com solucdo de sacarose. As sementes foram pré-
germinadas antes da semeadura e apds a germinacdo foram
inoculadas com os inoculantes especificos por um periodo de 30
minutos e plantadas em seguida.

O plantio foi realizado com 05 sementes pré-germinadas
e inoculadas e apds o estabelecimento das mudas foi realizado o
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desbaste das plantas com menor desenvolvimento, deixando-se
03 plantas equidistantes até o momento da coleta dos dados. As
plantas foram crescidas em vasos de 04 kg, contendo uma
mistura de solo e areia (2:1; v/v). O solo utilizado foi um Nitossolo
vermelho, coletado no municipio de Capéo Alto - SC, nas
coordenadas 27°53'50,73"S e 50°25’44,04”0, apresentando teor
de argila de 79 % e 0,9 % de matéria organica, com pH natural
de 4,9, teor de P de 0,9 mg dm™, teor de K de 89 mg dm™> e CTC
efetiva de 5,4 cmolc dm™. O solo foi peneirado e o seu pH foi
corrigido para 5,8 com a adi¢éo de carbonato de calcio.

A adubagdo com N, P e K foi realizada de acordo com o
Manual de Adubacdo e Calagem para o RS e SC, 2004, para
uma produtividade média de 2000 kg ha™. Foi utilizado solucdo
de uréia, fosfato de potassio e cloreto de potassio
correspondente a uma dose de 40 kg ha™ de N, 60 kg ha™ de K e
100 kg ha™ de P antes da semeadura.

Por ocasidao da colheita, 90 dias apés a semeadura,
foram coletadas a parte aérea das plantas e o sistema radicular
para a determinagdo da massa seca. Foram determinados os
teores de N e P na massa seca da parte aérea, extraidos
segundo as metodologias descritas em Tedesco et al. (1995) e a
determinacdo de N pelo método Kjeldahl e o P segundo Gatiboni
(2003). Com base na massa seca da parte aérea e das raizes
determinou-se a relacédo Parte aérea/Raiz.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia fatorial
e as médias das variaveis foram comparadas pelo teste de
Duncan a 5% de significAncia quando necessario.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com base na andlise de variancia das variaveis de
resposta estudadas (Tabela 1) verificou-se interacdo entre os
tratamentos de inoculacdo e os genoétipos de arroz testados para
Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca de raizes
(MSR), e para a relacdo Parte aérea/raiz (PA/R). Quanto aos
teores de P nas plantas verificaram-se diferengas apenas entre
os tratamentos de inoculacdo. Para os teores de N na parte
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aérea foram observados efeitos apenas entre 0s genétipos
utilizados no estudo.

Tabela 1: Analise de variancia e fontes de variagdo em gendétipos
crioulos de arroz de sequeiro inoculados com bactérias
diazotréficas endofiticas.

Fontes de MSPA MSR PA/R  Teor Teor
Variagéo (gvaso?) (gvaso™) deP deN
(%) (%)
Gendtipo * * ns ns *
Inoculante * Ns * * ns
Genot*Inoc. * * * ns ns

Fonte: Producao do préprio autor.

Com base na MSPA (Tabela 2) observou-se que nos
genotipos de arroz Agulhinha e Amareldo a inoculagdo com os
isolados testados ndo promoveu o crescimento das plantas em
relacdo ao tratamento ndo inoculado (controle). O mesmo
comportamento foi observado na MSR destes gendtipos (Tabela
2). No gendtipo amareldo-ARA2, a inoculagédo do isolado Ai27
promoveu maiores producdes de fitomassa do arroz, tanto na
parte aérea com nas raizes deste genotipo. Estes aumentos
foram da ordem 383,33% para MSPA e 985,71% para MSR em
relacdo ao tratamento controle. Na variedade de arroz
SCS115CL observou-se uma tendéncia de maior producdo de
MSPA com a inoculacdo do isolado Fe27, com aumentos de
129,54% em relag&o ao controle.

Os tratamentos foram submetidos a adubacéo com N, P
e K de acordo com o recomendado para a cultura, ndo sendo
realizados tratamentos com doses especificas para a adubacéo
nitrogenada. Fato este reflete os dados obtidos na Tabela 2,
onde se verificou que ao avaliarmos os 04 inoculantes com o
tratamento sem inoculacédo, obtiveram-se valores médios muito
préximos a este ultimo em todos os genétipos de arroz de
sequeiro, com excecado ao genotipo crioulo Amarelao-ARA2.
Para este gendtipo o tratamento que se destacou sobre os
demais foi o inoculante produzido com bactérias diazotroficas
endofiticas do género Azospirillum sp. (Ai27) com 1,15 g vaso™
de MSPA contra 0,30 g vaso™ para o tratamento sem inoculacao,
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isso pode evidenciar o potencial do uso de bactérias do género
Azospirillum na cultura do arroz de sequeiro mesmo com a
utilizacdo de nitrogénio. Corroborando com Araujo et al. (2013)
gue estudando a inoculagdo de rizobactérias promotoras de
crescimento em variedades de arroz de sequeiro verificou um
incremento de massa seca de 48, 28 e 21% em trés gendtipos de
arroz de sequeiro crescidos em condi¢cdes gnotobioticas e
inoculadas com Azospirillum amazonense, estirpe AR3122
comparadas com o tratamento controle, também observou nesse
experimento que a resposta a inoculagdo com as diferentes
estirpes de bactérias diazotréficas endofiticas foram dependentes
das variedades de arroz de sequeiro utilizadas, assim com a
Tabela 2 mostra as diferengas entre 0s gendtipos avaliados em
cada tratamento de inoculacao.

Outro fato que pode ser evidenciado na analise dos

dados presentes na Tabela 2 diz respeito ao potencial do uso de
bactérias diazotréficas endofiticas e o uso de adubacgéo
nitrogenada, uma vez que os dados mostram que os valores de
MSPA nao diferiram entre si quando comparados o0s inoculantes
e o tratamento sem inoculacdo. Além do fato de que ndo houve
uso de doses de N diferenciadas entre os tratamentos de
inoculagdo, sugerindo desse modo que o uso de adubagdo
nitrogenada recomendada no caso do arroz de sequeiro pode
alterar o potencial de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e a
producdo de fitormbnios de crescimento das bactérias
diazotréficas endofiticas. Assim como Rodrigues et al. (2008),
que trabalhando com inoculacdo de estirpes de Azospirillum
amazonense na cultura de arroz, observou aumentos de 16% na
matéria seca do arroz quando foi inoculado com estirpe A.
Brasilense e a matéria seca de grdos tambem apresentou efeito
positivo da inoculacdo com A. Amazonense estirpes BR 11833 e
BR11752 em até 10%; observou tambem reducéo de 10 e 11,5%
para matéria seca no uso de isolados BR11741 e da estirpe CD
em 10 e 11,5% da matéria seca dos graos respectivamente.
Os valores de massa seca de raiz (MSR) nos gendtipos de arroz
de sequeiro estudados variaram de 0,21 g vaso™ no 9enétipo
crioulo amareldo-ARA2 sem inoculacdo a 2,73 g vaso™ para o
gendtipo crioulo amareldo inoculado com formulagdo de
inoculante a base de bactérias do género azospirillum das
estirpes abv5/abv6 (Tabela 2)
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Tabela 2 - Massa Seca de Parte Aérea, Massa Seca de Raiz e Relagéo Parte aérea/Raiz de gendtipos de
arroz de sequeiro inoculados com isolados de bactérias diazotroficas endofiticas.

Massa Seca de Parte Aérea (g™)

Genotipos _sSem Ai27 Fe27 Fe34  AbvS/abvé  MEDIA
inoculacéo
Amareldo 1,43 aA* 0,63 bB 1,29 aA 0,74 aB 1,14 aA 1,05
Amareldo-ARA2 0,30 cC 1,15 aA 0,78 bB 0,64 aBC 0,48 bBC 0,67
Agulhinha 0,50 cA 0,75 bA 0,83 bA 0,49aA 0,67 bA 0,65
SCS115CL 0,88 bAB 0,94 abAB 1,14 abA 0,79 aAB 0,72 bB 0,89
MEDIA 0,77 0,86 1,01 0,66 0,75
Massa Seca de Raiz (g™)
Amareldo 2,12 aAB 0,65 bC 1,57 aBC 0,93 aC 2,73 aA 1,60
Amareldo-ARA2 0,21 bC 2,07 aA 1,26 aAB 0,79 aBC 0,84 bBC 1,20
Agulhinha 0,76 bA 1,07 bA 1,31 aA 0,52 aA 0,89 bA 0,91
SCS115CL 0,77 bA 1,17 bA 1,32 aA 1,24 aA 0,94 bA 1,09
MEDIA 0,96 1,24 1,36 0,87 1,35
Relagdo PA/R
Amarelao 1,47 aB 1,03 bB 1,13 aB 1,23 aB 2,33 AA 1,44
Amareldao-ARA2 0,65 bB 1,80 aA 1,73 aA 1,18 aAB 1,30 bA 1,33
Agulhinha 1,28 abA 1,38 abA 1,58 aA 1,08 aA 1,30 bA 1,32
SCS115CL 0,88 ab A 1,23 abA 1,15 aA 1,58 aA 1,23 bA 1,21
MEDIA 1,07 1,36 1,39 1,26 1,54

Fonte: Producgdo do proprio autor. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas
linhas ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significaAncia



Para o gendétipo irrigado — SCS115CL e o gendétipo
crioulo agulhinha a MSR n&do mostrou diferenca significativa entre
os tratamentos de inoculacdo, ou seja, a inoculacdo com
bactérias diazotréficas endofiticas ndo promoveu incremento de
MSR a esses gendtipos quando comparados ao tratamento sem
inoculacdo. Esse fato deve ser devido ao efeito inibitério da
aplicacdo da dose de nitrogénio recomendada para a cultura na
semeadura e em cobertura. No caso dos gendétipos crioulos,
amareldo e amareldo-ARA2, a MSR mostrada na Tabela 2
apresentou variagdo entre os inoculantes avaliados, sendo que
para o genétipo amareldo o peso de MSR foi de 0,65; 0,93 e 1,57
g vaso™ para os inoculantes dos géneros Azospirillum (Ai27),
Rhizobium (Fe34) e Pseudomonas (Fe27), respectivamente,
diferindo dos 2,12 e 2,73 g vaso™ nos tratamentos sem
inoculacdo e inoculados com estirpes de Azospirillum abv5/abv6,
evidenciando um efeito negativo do uso da adubacéo
nitrogenada recomendada sobre o potencial de promocdo de
crescimento dessas 03 bactérias para o genétipo crioulo. Em
contrate, o gendtipo crioulo amareldo-ARA2 (EEL-Epagri)
apresentou comportamento distinto de seu similar (amarel&o),
onde a variacéo foi de 1,26 e 2,7 g vaso™ nos inoculantes Fe27 e
Ai27 respectivamente, diferindo dos 0,84; 0,79 e 0,21 g vaso™
dos respectivos inoculantes abv5/abv6, Fe34 e sem inoculagao.
Mostrando desse modo o efeito dos genodtipos sobre os
inoculantes utilizados e o potencial do uso desses dois
inoculantes sobre o crescimento do sistema radicular do genoétipo
amareldo-ARA2. No caso do inoculante Fe27 oriundo de estirpes
de Pseudomonas, o efeito obtido pode ser devido a producéo de
fitormbnios de crescimento e da solubilizacdo de fosfatos como
observado por Biari et al. (2008) que estudando a inoculacdo de
sementes de milho com Azospirillum lipoferum s-21 e
Azotobacter chroococcum s-5 observaram aumento no
crescimento e rendimento de milho quando inoculados com as
duas estirpes de bactérias diazotréficas endofiticas, sendo o
resultado explicado pela capacidade de FBN e solubilizacdo de
fosfatos pelas bactérias.

Egamberdiyeva (2007) estudando a inoculagdo de
Pseudomonas alcaligenes PsA15, Bacillus polymyxa BcP26 e
Mycobacterium phlei MbP18 na cultura do milho, observou que a
inoculacdo com essa bactérias aumentou a MSPA (17 a 30%) e
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MSR (19 a 52%) respectivamente para P. alcaligenes e B.
polymyxa em um calcisol quando comparado com o tratamento
controle e o M. phlei foi mais efetivo na estimulacdo do
crescimento, aumentando em 38% a matéria seca total do milho.

No caso do inoculante Ai27 os efeitos benéficos podem
ser devidos também a producéo de fitormdnios de crescimento,
além da FBN promovidas por bactérias do género Azospirillum
como relatado por Biari et al. (2008) onde a inoculagdo de milho
com estirpes de azospirilum e Azotobacter aumentaram
significativamente o teor de N e P nos grao de milho, indicando
uma maior absorcdo de N e P pela planta, indicando a habilidade
de FBN, solubilizacdo de fosfato e promocdo de crescimento
dessas bactérias (DOBBELAERE et al. 2001). Além de que as
diferencas evidenciadas também podem apontar para uma maior
especificidade entre gendtipos crioulos e bactérias diazotréficas
endofiticas e do fato do genétipo amareldao-ARA2, mesmo sendo
crioulo, ja ter passado por um processo de producdo e
purificacdo de sementes, diferindo do que ocorre nas
propriedades dos pequenos produtores rurais da regido serrana
de Santa Catarina.

Do mesmo modo Didonet et al. (2003) estudando a
inoculagdo de bactérias da estirpe de Azospirillum lipoferum Sp
59 e de Azospirillum brasilense Sp 245, e um tratamento controle
sem a presenca das bactérias em 10 variedades de arroz de
terras altas ou de sequeiro, evidenciou o0 incremento no
comprimento radicular, em resposta a inoculacdo para as
variedades de arroz de terras altas avaliadas. Assim como
plantulas de arroz das variedades BRS Aimoré e BRS Bonanca
inoculadas com A. brasilense Sp 245 apresentaram significativo
aumento do numero de raizes secundarias quando comparadas
as inoculadas com A. lipoferum Sp 59 e ao controle. Plantas das
variedades Caiap6 e BRS Talento, entretanto, ndo foram
influenciadas pela inoculacdo quanto ao numero de raizes
secundarias. Ainda em relacdo a este parametro, as demais
variedades responderam positivamente a inoculagdo, sem
apresentar diferenca estatisticamente significativa para as duas
estirpes de Azospirillum. Assim com ja foram observados varios
efeitos na morfologia das raizes, como aumento no comprimento,
no ndmero e na superficie, aumento na absor¢cédo de nutrientes,
que podem estar relacionados com substancias promotoras de
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crescimento secretadas pela bactéria (Martin et al., 1989).
Dobbelaere et al. (1999) verificaram aumento nos pélos
radiculares de plantas de trigo decorrente de auxinas secretadas
por Azospirillum sp. Além disso, Bhattarai & Hess (1998)
concluiram que, ao lado da FBN, o efeito de estimulacdo do
crescimento pela bactéria no desenvolvimento das raizes, nos
primeiros estaddios de crescimento da planta, pode ser
responsavel pelo impacto positivo da inoculagédo em trigo.

A relacdo parte aérealraiz (Tabela 2) reflete a capacidade
genética de algumas plantas em desenvolver um sistema
radicular adaptado a condicbes de estresse ou com
caracteristicas favoraveis a absor¢céo de dgua e de sais minerais,
evidenciando que a absor¢éo e utilizacdo de dado elemento nédo
dependem apenas dos parametros fisiolégicos, mas também de
parametros morfolégicos. Assim como reportado por diversos
autores (Baptista et al., 2000; Horn et al., 2006), a determinacéo
da relacdo parte aérea/raiz auxilia na compreensao de possiveis
diferencas entre cultivares de arroz quanto a absorcdo de
nutrientes.

Os inoculantes avaliados apresentaram diferencas
significativas entre os geno6tipos de arroz de sequeiro, mostrando
haver genétipos mais responsivos ao uso de bactérias
diazotréficas endofiticas, que devem ser considerados e
avaliados de modo a maximizar esse efeito e aumentar os
rendimentos produtivos para a cultura e um maior ganho
econdmico para os produtores rurais. O gendtipo Agulhinha e
SCS115CL-irrigado ndo apresentaram diferencas significativas
para a variavel relacdo PA/R em relacdo aos inoculantes
avaliados conforme pode ser observado na Tabela 4, variando de
0,88 na variedade SCS115CL a 1,58 para o genétipo Agulhinha e
a variedade SCS115CL (Tabela 2). O gendétipo crioulo amarelao
apresentou o maior valor de relagcdo PA/R (2,33) quando
inoculados com as estirpes Abv5/abv6, comparado com os
outros inoculantes que apresentaram valores de 1,03 para o
Ai27, 1,13 no Fe27, 1,23 para Fe34 e 1,47 no tratamento sem
inoculacdo (Tabela 2). Estes valores podem refletir a maior
especificidade e eficiéncia na interacdo entre o genétipo crioulo
amareldo e o inoculante Abv5/abv6 quando comparado aos
outros tratamentos. Outro caso do efeito positivo da inoculacéo
de bactérias diazotréficas endofiticas pode ser verificado com o
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gendtipo crioulo amareldo-ARA2 (Tabela 2) que apresentou
valores de 1,80 no tratamento com Ai27; 1,73 com Fe27, 1,63
com Abv5/abvé e 1,18 com Fe34 contra 0,65 no tratamento sem
inoculacdo. O maior valor obtido na relagdo PA/R mostra que a
planta produziu maior massa seca de raiz em relacdo a massa
seca de parte aérea, caracterizando desse modo uma maior
capacidade de exploracdo do solo no que se refere a absorcéao
de &gua nutrientes para o desenvolvimento da cultura. O fato de
0S maiores valores observados serem obtidos com o0s
tratamentos com inoculagdo evidencia o potencial de uso das
bactérias diazotroficas endofiticas, uma vez que os maiores
valores sao devidos provavelmente ao fato de que as estirpes de
bactérias utilizadas possuem a capacidade de produzirem
substancias promotoras de crescimento, capacidade de
solubilizacdo de fosfato além da capacidade de FBN. Também
deve ser destacada a capacidade que o0s inoculantes
apresentaram em contribuir para o maior crescimento, mesmo
em condicdo adequada de fornecimento de nitrogénio no solo,
uma vez que a adubacdo nitrogenada utlizada foi a
recomendada para a cultura em todos os tratamentos utilizados.

Os maiores valores obtidos nos dois genétipos crioulos —
amareldo e amareldo-ARA2 — representam de modo geral o
grande potencial que existe no uso de inoculantes a base de
bactérias diazotréficas endofiticas para a cultura do arroz de
sequeiro nas propriedades de agricultores familiares que utilizam
genotipos crioulos em seu sistema produtivo. Considerando a
maior relacdo PA/R obtida quando inoculados com bactérias
diazotréficas endofiticas, tem-se maior volume de solo explorado
para o desenvolvimento da cultura. Além de se ter maior
capacidade de resistir ao estresse hidrico e nutricional, € manter
0 potencial produtivo mesmo em condi¢do de solo com baixa
fertilidade natural e com uso reduzido de fertilizantes, visando a
reducao de custos e a busca de uma agricultura sustentavel.

O teor de fosforo no tecido vegetal de gendtipos crioulos
de arroz de sequeiro apresentou diferencas significativas na
comparacdo de medias entre as rizobactérias utilizadas como
inoculantes (Tabela 3). Os teores médios de P no tecido vegetal
oscilaram de 194,95 mg kg’ de P nos tratamentos sem
inoculacdo a 801,05 mg kg® de P no tratamento com o
inoculante Fe27, sendo desse modo cerca de 4 vezes maior,
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representando o potencial que as bactérias do género
Pseudomonas spp. possuem para a nutricdo fosfatada das
plantas. Isto se deve possivelmente a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos do solo e posterior liberagdo para o
crescimento e desenvolvimento das plantas conforme relatado
por Peix et al. (2001) que verificaram aumento na produtividade
de ervilha, soja e feijao, respectivamente, quando inoculados
com rizébios solubilizadores de fosfatos. Corroborando com
Barea et al. (2005) que relatam que na rizosfera ha maior
concentracdo de microrganismos solubilizadores de fosfato,
sendo estes metabolicamente mais ativos que isolados de outros
nichos. Uma vez que essa regido contém intensa atividade
bacteriana devido a presenca de secrecdes exsudadas pelo
sistema radicular das plantas, e assim, atuando como fonte de
carbono prontamente disponivel para os microrganismos do solo
(ZILLI et al., 2003; TAURIAN et al., 2010).

O fésforo, um dos elementos mais importantes para o
crescimento de plantas, ndo € um recurso renovavel e assim sua
futura utilizacdo na agricultura, sera impactado pela diminuicdo
da disponibilidade e aumento de custo para sua aplicagdo na
producao agricola. Além disso, os microrganismos envolvidos na
solubilizagdo do fésforo podem melhorar o crescimento das
plantas, aumentando a eficiéncia da fixacdo biolégica de
nitrogénio, assim como a disponibilidade de substancias
promotoras do crescimento de plantas. A persisténcia e
sobrevivéncia na rizosfera e a presenca endofitica de P.
Aurantiaca foram anteriormente demonstradas para trigo e soja
(ROSAS et al., 2005). A inoculagdo aumentou o rendimento da
cultura, os valores obtidos foram semelhantes aos registrados
para a adubacdo nitrogenada, que foi aplicada em uma dose
reduzida (40 kg ha™) em relagéo ao que é usualmente empregue
pelos agricultores (80-100 kg ha™). Estudos anteriores
mostraram que rizobactérias aumentam a capacidade de
absorcao radicular de gramineas quando uma dose reduzida de
fertilizante nitrogenado é adicionada ao solo (TRAN VAN et al,
2000;. WHITMORE, 2000).

Também, avaliando a promogédo de crescimento em trigo
e milho pela inoculagdo co Pseudomonas aurantiaca, Rosas et
al. (2008) observou que os resultados médios de peso seco da
parte aérea para 0s tratamentos inoculados e/ou fertilizados
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estavam acima do encontrado no tratamento controle.

A inoculagdo de trigo com P. Aurantiaca permitiu um
melhor desenvolvimento do sistema radicular (57% e 23% de
aumento em comparagdo com o controlo e o tratamento
fertilizado, respectivamente). Ao considerar os componentes de
producéo, o efeito benéfico da inoculagdo foi reflectido no peso
de graos. Além disso, um aumento de 40% no nimero de gréos
por espiga foi verificado quando combinado a fertilizacdo com
inoculacdo. Os valores médios para o rendimento de graos (kg
ha™) foram maiores no tratamento que foi inoculado com P.
Aurantiaca e fertilizada (40 kg ha® de uréia e 30 kg ha™ de
fosfato de diaménio). No estudo com milho, 0 mesmo autor
verificou que a massa seca do milho foi favorecida pela
inoculacdo com P. Aurantiaca, assim como durante os estadios
V2 e V5, o efeito benéfico de P. Aurantiaca foi evidenciado ao
nivel da raiz, onde o comprimento aumentou 28% em V2 e 32%
em V5 no tratamento inoculado. Resultados semelhantes foram
obtidos com o0 volume de raiz (42% e 36%, respectivamente).
Este efeito benéfico foi também observado para os parametros
de rendimento, onde o peso de mil gréos foi 11% maior e
obsiervou-se um aumento de 20% para producdo de grdos em kg
ha™.

No estudo de Hameeda et al (2008) sobre o uso de
rizobactérias promotoras de crescimento e solubilizadoras de
fosfato na cultura do milho, mostrou que a selecéo de bactérias
usando fosfato proveniente de rochas foram eficientes para
aumentar o crescimento da planta e rendimento de grdos sob
condicbes de casa de vegetagdo e campo atraves da
solubilizacdo de fosforo na rizosfera do milho. No estudo o
aumento de massa seca aos 48 dias apos a semeadura foi maior
com o uso da bactéria S. marcescens (66%) e Pseudomonas sp.
(51%), na fase de florescimento, 0 aumento do peso em seco
(50%) com S. Marcescens. O tratamento de sementes com S.
marcescens e Pseudomonas sp. aumentaram o rendimento de
gréos campo de milho cultivado em 85% e 64% em relagdo ao
controle ndo inoculado. Do mesmo modo que os dados de efeito
positivos do uso de bactérias diazotréficas endofiticas sobre
rendimento e crescimento em culturas com tomate, cana de
acucar e cevada, que podem ser explicados pela capacidade de
FBN e solubilizacédo de fosfato segundo Esitken et al. (2003).
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Tabela 3 - Teor de fosforo no tecido vegetal de genétipos de arroz de sequeiro inoculados com isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas do género Azospirillum sp. (Ai27), Pseudomonas sp. (Fe27),
Rhizobium sp. (Fe34) e inoculante comercial (Azospirillum sp. (Abv5/abv6)).

Teor de fésforo (mg kg ™)

Genotipos Sem inoculacao _ Ai27 Fe27 Fe3d  Abvbiabvé  MEDIA
Amarelao 239,73 149.17 113,04 844.88 144,45 298.25
Amareld0-ARA2 154,07 107431  1133,16 402,51 162,24 585,26
Agulhinha 165,14 22031  623.37 685,98 211,42 381,24
SCS115CL 220.86 11469 334,64 304.70 293.26 253,63
MEDIA 194.95 B 389,62B  80L05A 559,52 AB _ 202,84B

Tabela 4 - Teor de nitrogénio no tecido vegetal de genétipos de arroz de sequeiro inoculados com isolados de
bactérias diazotréficas endofiticas do género Azospirillum sp. (Ai27), Pseudomonas sp. (Fe27),
Rhizobium sp. (Fe34) e inoculante comercial (Azospirillum sp. (Abv5/abv6)).

Teor de Nitrogénio (mg kg™)

Inoculantes

Amareldo Amareldo-ARA2 Agulhinha SCS115CL MEDIA
Sem inoculagéo 22051,64 18668,00 18667,39 20384,04 19942,77
Ai27 21757,36 20334,99 21708,31 18667,38 20617,01
Fe27 22247,83 21953,55 19501,19 17588,34 20322,73
Fe34 19942,61 16509,30 21463,08 16509,30 18606,07
Abv5/abv6 22051,64 20482,50 20138,80 15675,50 19587,11
MEDIA 21610,22 A 20727,13 A 20295,75 A 1776491 B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia
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Kumar et al. (2007), avaliando o efeito da inoculacdo das
bactérias Bacillus megaterium, Bacillus subtilis e Pseudomonas
corrugata em trés anos. O uso de Pseudomonas corrugata
apresentou o melhor desempenho com aumento de até 144,9%
de rendimento total, comparado com o tratamento controle. O
peso seco de grdo apresentou efeitos positivos em todos os
inoculantes avaliados nos tratamentos, variando na P. corrugata,
194,3%; B. subtilis, 135,2%; B. megaterium, 122,4%. O indice de
colheita na cultura foi significativamente maior em comparacao
ao tratamento controle. Os efeitos benéficos do uso de
rhizobactérias promotoras de crescimento de plantas,
particularmente os pertencentes aos géneros Bacillus e
Pseudomonas. Esta é uma contribuicdo de varios mecanismos,
tais como, fornecimento de N fixado para a planta hospedeira,
producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfato, producdo de
metabolitos, incluindo antibioticos e sider6foros (WHIPPS, 2001,
COMPANT et al, 2005). O milho é conhecido como uma planta
produtora de exsudado rico em diferentes aglcares, aminoacidos
e hidratos de carbono. Estes compostos séo disponibilizados
para diferentes microorganismos e pode estimular o seu
crescimento (BAUDOIN et al, 2001).

Segundo Mehnaz e Lazarovits (2006) estudando as
estirpes P. Putida, G. azotocaptans e A. lipoferum inoculadas em
milho sob a condicdo controlada em casa de vegetacéo,
observaram que as estirpes avaliadas séo altamente promissoras
para uso na producdo de milho. P. putida aumentou
significativamente o peso de raiz e de parte aérea de variedades
de milho. Pseudomonas fluorescentes sdo colonizadores de
raizes agressivas e sdo capazes de mover-se a partir das
sementes para as raizes e de aumentar a produtividade vegetal
em condicdes de campo (LIFSHITZ, 1987). Inicialmente, o
mecanismo de promocdo de crescimento para O genero
Pseudomonas spp. era creditado ao antagonismo ou excluséo de
patogenicidade e microorganismos deletérios da rizosfera.

Na avaliacdo do teor de nitrogénio em tecido vegetal
(Tabela 04) observou-se apenas diferencas entre os genotipos,
sendo que os genodtipos oriundo de agricultores foram mais
eficientes na absor¢cdo e incorporacdo do nitrogénio que a
variedade comercial SCS115CL. Os valores médios dos teores
de N foram maiores nos gendtipos crioulos variando de 20138,8
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mg kg™ de N (2,01%), 22051,64 mg kg™ de N (2,2%) e 20482 mg
kg® de N (2,05%) para os gendtipos agulhinha, amareldo e
Amareldo-ARA2 respectivamente, sendo estes maiores que
17764,91 mg kg' de N (1,77%) encontrado no genétipo
SCS115CL - variedade produzida no sistema irrigado.

Corroborando com Campos (1999), que avaliando o
potencial de FBN em variedades de arroz, observou que algumas
variedades de arroz sao altamente eficientes quanto ao indice de
colheita de N, contribuindo com até 60%, ressaltando assim que
guanto maior o indice de colheita de N, maior é a propor¢céo de N
acumulado nos grédo em relagéo a parte aérea.

Cardoso (2008) em seu estudo de ocorréncia e
diversidade de bactérias endofiticas do género Azospirillum na
cultura de arroz irrigado no estado de Santa Catarina encontrou
resultados promissores, onde 52% dos isolados avaliados
apresentaram capacidade de FBN estimada pelos teores de N
total fixado em meio NFb e LGI semi-sélidos, livres de N. Desse
modo, sendo excluidos alguns fatores que envolvem a interacao
solo-planta-microrganismo, e considerando o potencial de fixa¢éo
de N total em meio de cultura é possivel um incremento de cerca
23 kg N ha™.

De modo diferente, Guimaraes et al. (2003) estudando o
efeito da inoculacdo de arroz de sequeiro com bactérias
diazotréficas endofiticas do género Burkholderia brasiliensis em
condi¢des de casa de vegetagdo e a campo, observaram que em
relacdo ao acumulo de nitrogénio, a bactéria B. brasiliensis
contribuiu com 32% a mais que o tratamento controle. Ja para as
bactérias de H. seropedicae, H. rubrisubalbicans a contribui¢céo
foi de 35% e 59% acima do tratamento controle respectivamente.
As bactérias H. seropedicae, promoveram aumento de até 15%
no teor de N-total nos grao de arroz produzidos.
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3.4 CONCLUSOES

1. O uso do inoculante Ai27, produzido com bactérias do género
Azospirillum sp. favoreceu a promogdo de crescimento na
variedade Amareldo-ARA2, indicando especificidade entre os
isolados e as variedades de arroz de sequeiro.

2. O uso do género Pseuddémonas sp. na cultura do arroz de
sequeiro favoreceu a absorcédo e o acumulo de fésforo no tecido
vegetal da cultura. Provavelmente pelo fato dessas bactérias
serem capazes de solubilizar o fosfato presente no solo além da
capacidade de promoc¢ao de crescimento.
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4. CAPITULO I

DILUICAO ISOTOPICA DE "N EM ARROZ DE SEQUEIRO
INOCULADOS COM BACTERIAS ENDOFITICAS SOB
DIFERENTES NIVEIS DE NITROGENIO

RESUMO

A aplicacdo adequada de nutrientes no solo é fator importante
que interfere no rendimento da cultura, na atividade dos
microrganismos e na melhoria da qualidade do solo. O N é um
dos nutrientes absorvidos em maior quantidade pela cultura do
milho por exemplo. A produgéo final no caso da cultura do arroz
é definida em funcdo da cultivar utilizada, da quantidade de
insumos e das técnicas de manejo empregadas durante todo o
ciclo produtivo. Entre 0s varios nutrientes, o nitrogénio tem a
maior influéncia sobre o crescimento e a produc¢édo do arroz. Nos
estudos sobre a dindmica do N no sistema solo-planta, muitas
vezes, € dificil quantificar a origem deste nutriente. As andlises
com is6topos estaveis tém sido uma ferramenta ecoldgica que
dentre outras aplicacdes, pode ser utlizada no estudo da
dindmica dos nutrientes no sistema solo-planta. O uso de uma
fonte marcada com °N constitui-se no método que permite
quantificar com maior precisdo a eficiéncia de utlizacdo deste
nutriente e a fonte originaria, seja solo, fertilizantes organicos ou
inorganicos, imprescindivel ao desenvolvimento de estratégias
de manejo que aumentem o0 seu aproveitamento pelas culturas.
Com o objetivo de determinar o potencial de inoculacdo de
rizobactérias promotoras de crescimento e arroz de sequeiro foi
realizado um estudo utilizando dois gendétipos crioulos de arroz
de sequeiro, sendo uma variedade de amareldo e uma de
agulhinha; trés doses de nitrogénio (0, 50 e 100% do
recomendado para a cultura); trés rizobactérias promotoras de
crescimento (Ai27 — género Azospirillum, Fe27 — género
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Pseudomonas, Fe34 — género Rizobium, ambas provenientes da
colecdo de bactérias endofiticas do LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA E FAUNA DO SOLO, CAV/UDESC; e com a
condicdo ndo inoculada; e a adicdo de nitrogénio marcado -
SIGMA — ALDRICH — Ammonium — "N sulfate, 10 + atom % *°N.
(**NH4)2S0,4; FW: 134,13; MP: 280°C; d: 1,77. Os tratamentos de
inoculacdo com bactérias endofiticas ndo apresentaram efeito
significativos na fixacdo bioldgica de nitrogénio e promocao de
crescimento quando avaliados pelo uso da técnica de diluicdo
isotdpica de nitrogénio.

Palavras-chave: Nitrogénio marcado. Rizobactérias promotoras
de crescimento. Isétopos estaveis de nitrogénio.



ISOTOPE DILUTION OF N IN UPLAND RICE WITH
ENDOPHYTICA BACTERIA INOCULATED UNDER
DIFFERENT LEVELS OF NITROGEN

ABSTRACT

The proper application of nutrients in the soil is an important
factor that affects the crop yield in the activity of microorganisms
and improving soil quality. ON is one of the nutrients absorbed in
greater quantity by corn for example. Among the various
nutrients, nitrogen has the greatest influence on the growth and
yield of rice. In studies on N dynamics in soil-plant system, it is
often difficult to quantify the source of this nutrient. The stable
isotope analyzes have been an ecological tool that among other
applications, can be used to study the dynamics of nutrients in
the soil-plant system. The use of 15N labeled a source
constitutes the method to quantify more precisely the efficiency of
utilization of this nutrient and the original source is soil, organic or
inorganic fertilizer, essential to the development of management
strategies to increase their use by cultures. In order to determine
the potential for inoculation of growth promoting rhizobacteria and
upland rice a study was conducted using two genotypes Creoles
upland rice, and a variety of yellowing and a Agulhinha, three
nitrogen rates (0, 50 and 100% recommended for culture), three
growth-promoting rhizobacteria (Ai27 - Azospirillum, Fe27 -
Pseudomonas, Fe34 - genus Rhizobium, both from the collection
of endophytic bacteria MICROBIOLOGY LABORATORY AND
SOIL FAUNA, CAV / UDESC; and with the proviso uninoculated,
and the marked nitrogen addition - Sigma - Aldrich - Ammonium -
15N sulfate, 10 + atom% 15N. (15NH4) 2S04, FW: 134.13, MP:
280 ° C, d: 1.77 . The inoculations with endophytic bacteria
showed no significant effect on biological nitrogen fixation and
growth promotion when assessed by the use of isotope dilution
nitrogen.

Key words: Growth promoting rhizobacteria. Stable isotopes.
Labeled Nitrogen.
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4.1 INTRODUCAO

A aplicacdo adequada de nutrientes no solo é fator
importante que interfere no rendimento da cultura, na atividade
dos microrganismos e na melhoria da qualidade do solo. O N é
um dos nutrientes absorvidos em maior quantidade pela cultura
do milho, por exemplo. Contudo, é sabido que a recuperacgéo do
N dos fertilizantes nitrogenados pelas plantas é relativamente
baixa, alcancando em muitos casos menos que 50 % (RAO et al.,
1992). No entanto, quando as doses de N sdo maiores, a
recuperacdo do N tende a diminuir, como observado por Melgar
et al. (1991) e Grove et al. (1980), que obtiveram 36 e 40 % de
recuperacdo do N aplicado na cultura do milho, na forma de
ureia, nas doses de 120 e 140 kg ha™ de N, respectivamente. A
baixa eficiéncia de recuperagdo do N do fertilizante tem sido
atribuida, principalmente, as perdas gasosas do N (volatilizacéo
e desnitrificacao).

A produgéo final no caso da cultura do arroz é definida
em funcdo da cultivar utilizada, da quantidade de insumos e das
técnicas de manejo empregadas durante todo o ciclo produtivo.
Entre os vérios nutrientes, o nitrogénio tem a maior influéncia
sobre o crescimento e a producdo do arroz. Esse nutriente
aumenta o numero de perfilhos e, com isso, 0 nimero de
paniculas, além de promover maior numero de espiguetas
granadas e maior teor de proteinas nos graos. Apesar da
importancia do nitrogénio, o emprego de altas doses induz a
formacdo de grande numero de perfilhos e folhas novas,
provocando sombreamento, acamamento e criando condi¢gbes
favoraveis a ocorréncia de doencas, refletindo em menor
produtividade de graos (BARBOSA FILHO, 1991). Dessa forma,
a influéncia da adubacéo nitrogenada na produtividade de gréos
é variavel, podendo apresentar incremento com doses superiores
a 100 kg ha' de N (STONE et al., 1999; MICHELON et al., 2002;
KUNZ et al., 2002) e, em determinadas situagfes, ndo afetar o
rendimento.

No caso da cultura do milho, o nitrogénio é o nutriente
aplicado em maior quantidade, o mais limitante para o
crescimento e desenvolvimento da planta e o que mais onera o
custo de producdo (AMADO et al., 2002). Portanto, é de grande
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importancia o conhecimento de seu efeito residual no ano
subsequiente a sua aplicacéo, para auxiliar na tomada de deciséao
gquanto a formas de manejo que, além de promoverem aumento
da produtividade, resultem em redugédo de custos e minimizem
riscos ambientais.

O nitrogénio pode ser encontrado na solu¢do do solo
principalmente nas formas de nitrato e amdnio; porém, na
maioria dos solos cultivados, em particular nos da regido tropical,
0 nitrato € a principal forma de aquisicdo de N pelas plantas
(DUETE, 2009). No caso do milho a absor¢do se da tanto na
forma nitrica como na amoniacal, embora a idade da planta
tenha influéncia na escolha da forma nitrogenada. O ion aménio
é utilizado, preferencialmente, nos primeiros estadios e o ion
nitrato nos estadios finais (WARNCKE e BARBER, 1973). O N é
elemento absorvido e exportado em maior quantidade pelo milho,
o de maior dificuldade para avaliar sua disponibilidade no solo e
0 de manejo mais complexo, decorrente das mdltiplas reacdes a
que esta sujeito, mediadas por microrganismos e afetadas por
fatores climaticos de dificil previsdo (CANTARELLA e DUARTE,
2004; SOUSA e LOBATO, 2004).

Perdas decorrentes da fertilizacdo nitrogenada com uréia
sempre foram bastante estudadas em razdo de sua importancia
na producao agricola de gréos. O fertilizante nitrogenado quando
aplicado na superficie do solo sofre o processo de hidrélise,
formando amoénia (NHs), diéxido de carbono (CO,) e agua.
Dependendo das condi¢gbes do meio, a amdnia pode ser perdida
ou retida no sistema. Em condicbes em que a retencdo da
amobnia no solo ndo é favorecida, poderdo ocorrer perdas
significativas por volatilizagdo (OLIVEIRA, et al., 2003).

Levando em conta as questbes ambientais, deve-se
considerar também a elevada demanda energética na fabricacéo
de fertilizantes nitrogenados, na amplitude de 65 a 79,5 MJ kg-1
N (WELLS, 2001), além do potencial de emissdo de equivalente
C, da ordem de 0,9 a 1,8 kg por kg de N (LAL, 2004). Assim, a
importancia de se aprimorarem o0s conhecimentos sobre a
dinAmica do N do fertilizante em sistemas produtivos estd na
necessidade de garantir elevada rentabilidade ao mesmo tempo
em que se precisa assegurar que 0s recursos e a qualidade do
solo, da agua e da atmosfera ndo sejam prejudicados pelas
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praticas agricolas, como a adubacdo nitrogenada utilizada na
producao de graos assim como em pastagens.

As praticas de manejo do solo, as condicdes climaticas, a
época de aplicacdo do N e as caracteristicas do solo séo
responsaveis pela dinAmica do N. Nesse contexto, Costa et al.
(2004) avaliaram as perdas de N, na forma de amonia,
provenientes da aplicacdo da ureia em trés solos argilosos,
submetidos a diferentes regimes de umidade e com diferentes
caracteristicas quimicas e mineraldgicas. Esses autores
observaram que os solos apresentaram diferencas quanto as
perdas de N-NHs3, em funcdo da umidade inicial e da composicao
mineralogica da fracdo argila.

O N aplicado ao solo sob a forma de adubos verdes ou
de fertilizantes minerais segue diferentes caminhos: uma parte é
absorvida pelas plantas; outra, perdida do sistema solo-planta
por processos de lixiviagao, volatilizacéo, erosédo e desnitrificagdo
(LARA CABEZAS et al., 2000), e o restante permanece no solo,
predominantemente na forma orgéanica (COELHO et al., 1991;
SCIVITTARO et al.,, 2003). O conhecimento dos processos
envolvidos na incorporacdo e transformacdo do N no sistema
solo-planta-atmosfera é imprescindivel ao desenvolvimento de
estratégias de manejo que aumentem 0 Sseu aproveitamento
pelas culturas. No caso do milho, no cultivo que recebeu a
aplicacdo, o aproveitamento raramente ultrapassa 50 % do
aplicado como fertilizante mineral (LARA CABEZAS et al., 2004)
e 20 % do aplicado como adubos verdes (SCIVITTARO et al.,
2000), permanecendo N residual no solo que poderia ser
aproveitado por cultivos subseqientes (HARRIS et al., 1994;
AMADO et al., 1999). O aproveitamento baixo do N de fontes
minerais e, principalmente, de fontes organicas, evidencia o
efeito residual deste nutriente em cultivos nos anos agricolas
subseqiientes a sua aplicagdo (SCIVITTARO et al., 2000).
Alguns estudos com adubos verdes marcados com *°N indicam
gue a maior proporcdo do N contido na sua matéria seca tem
como destino o solo (HARRIS e HESTERMAN, 1990). O uso de
uma fonte marcada com °N permite quantificar, com maior
precisdo, o aproveitamento desse nutriente (LARA CABEZAS et
al., 2000), comparado ao método da diferenca ou indireto, bem
como possibilita quantificar a contribuicdo do N proveniente do
solo (MURAOKA et al., 2002).
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Espécies capazes de obter do ar a maior parte do
nitrogénio necessario para sua nutricdo, apresentardo valores de
>N bem préximos a zero, uma vez que a maior parte vird do N
do ar que, € o padrao da técnica, e possui 0,3663 % de 15N, ou
seja, zero unidades de delta >N em excesso. Por outro lado, as
espécies nédo fixadoras crescendo no mesmo solo, terdo valores
de N mais elevados e préximos aos do solo, uma vez que todo
ou a maior parte do nitrogénio necessario para 0 seu
desenvolvimento sera derivado do solo (XAVIER, 2006). Assim
como as outras técnicas isotdpicas, essa depende que as plantas
fixadoras e as ndao-fixadoras, no mesmo solo, absorvam
nitrogénio com a mesma marcacdo com °N. Além dessas
dificuldades, devem-se considerar os valores de fracionamento
isotdpico das plantas fixadoras crescendo em meios livres de N.
Ainda assim, o uso desta técnica com os devidos cuidados
apresenta altas correlagbes com a técnica de diluicdo isotépica
de N com aplicacdo de fertilizante com adicdo de nitrogénio
marcado do solo, que é atualmente, a técnica mais difundida e
aceita para fins de quantificacdo da contribuicdo da FBN para as
plantas (PEOPLES et al., 1989).

4.2 MATERIAL E METODOS

Entre o periodo de 12/01/2012 a 28/05/2012 foi
desenvolvido um estudo utilizando bactérias diazotroficas
endofiticas conduzido no CAV/UDESC - Lages/SC. O
experimento apresenta um arranjo fatorial (2x3x4), utilizando dois
genotipos crioulos de arroz de sequeiro, sendo uma variedade de
amareldao e uma de agulhinha; trés doses de nitrogénio (0, 20 e
40 kg ha™), correspondendo a 0, 50 e 100% da dose
recomendada para a cultura do arroz de sequeiro, considerando
uma produtividade de 2000 kg ha®. Foram utilizados trés
isolados de bactérias diazotréficas endofiticas (Ai27 — género
Azospirillum, Fe27 — género Pseudomonas, Fe34 — género
Rhizobium, provenientes da colecéo de bactérias endofiticas do
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E FAUNA DO SOLO,
CAV/UDESC; e utilizadas no desenvolvimento do experimento
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anterior, conforme descrito no Capitulo I, além da condicdo néo
inoculada; e a adicdo de nitrogénio marcado - SIGMA -
ALDRICH — Ammonium - N sulfate, 10 + atom % *°N.
(**NH,)2S0,4; FW: 134,13; MP: 280°C; d: 1,77. Junto a esse
arranjo foi realizado um controle negativo contendo um genétipo
de arroz de sequeiro (amareldo), duas doses de nitrogénio (0 e
20 kg ha™) e todos os tratamentos de inoculagéo, excetuando-se
neste caso a adicéo de solucado de °N.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, onde as
plantas foram crescidas em vasos de 04 kg, contendo uma
mistura de argila expandida - Perlite e areia (2:1; viv). A
adubacéo foi realizada semanalmente com 100 ml de solucéo
nutritiva de Hoogland sem Nitrogénio, sendo a solugéo
nitrogenada e a solucdo com *°N adicionadas separadamente. As
sementes foram pré-germinadas antes da semeadura e apoés
foram inoculadas com as estirpes de bactérias endofiticas em
solucdo de sacarose com a concentracdo ajustada para 10° UFC
mL™ por 30 minutos.

A partir da primeira semana, com as sementes ja
germinadas e a cultura estabelecida iniciou-se a adubagdo com
solucdo nutritiva de Hoagland, respeitando as doses de N pré-
estabelecidas (aplicado 100 ml de solugdo 1 vez por semana). A
partir da segunda semana iniciou a adicdo de N junto com a
solucéo nutritiva, este funcionando como um elemento traco para
posterior quantificacdo da fixagdo de nitrogénio. Os tratamentos
foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizados em seis repeticoes.

Por ocasido da colheita em 28 de maio de 2012, foi
determinada a altura das plantas e coletadas a parte aérea das
plantas para a determinacdo de matéria seca e grdos para a
determinacdo de N e ®N. Os gréos foram secos e triturados e
acondicionados em recipiente fechado, apos foram enviados
para a andlise de N e N no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura - CENA, Campus da USP em Piracicaba — SP.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos no estudo com gendétipos crioulos
de arroz de sequeiro inoculados com rizobactérias promotoras de
crescimento sob diferentes doses de N e com adicdo de *°N
foram submetidos a andlise de variancia. A analise de variancia
para as variaveis altura e massa seca de parte aérea e para as
fontes de variacdo sédo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Analise de variancia e fontes de variagdo em genotipos
de arroz de sequeiro inoculados com isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas em trés doses de
nitrogénio e com adicdo de “N.

L Altura MSPA

Fontes de Variagéo - T

(cm vaso™) (g vaso™)
Genotipo * *
Inoculante ns Ns
Dose * *
Genétipo*Inoculante ns Ns
Dose*Inoculante ns Ns
Genétipo*Dose * *
Genétipo*Dose*Inoculante ns *

Fonte: Producéo do préprio autor.

Os genodtipos, amareldao e agulhinha apresentaram
incremento na variavel altura de acordo com o aumento da dose
de nitrogénio adicionada ao solo como verificado na figura 01. O
gendtipo crioulo agulhinha obteve um maior crescimento em
altura para cada dose de N avaliada quando comparado ao
genotipo amareldo. A adicdo e o aumento das doses de N ao
solo favorecem o crescimento vegetal, fato este facilmente
visualizado na Figura 1, onde verificamos que na dose 0 (sem
adicdo de N ao solo) as médias de altura foram de 32,82 cm e
35,61 cm para agulhinha e amareldo respectivamente, nao
diferindo entre si. Na dose de 50% a variacéo foi de 65,02 cm
para o genétipo amareldo e 76,68 cm no genétipo crioulo e na
dose 100% (dose recomendada pelo manual de adubacdo e
calagem) as médias variaram de 73,55 a 90,04 cm para
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agulhinha e amareldo respectivamente. As médias de altura
foram incrementadas conforme se aumentava as dose de N
adicionadas ao solo, evidenciando comportamento de curva
quadratico, com distincdo de crescimento para cada gendtipo
estudado. O incremento em altura de acordo coma as doses de
N evidenciam a importancia da adubacdo nitrogenada para a
cultura do arroz de sequeiro. Este fato pode ser confirmado ao
compararmos a diferenca de crescimento obtida entre a dose 0%
e 100% para cada genétipo, onde o incremento em altura na
dose 100% foi 2,2 e 2,5 vezes maior que a dose 0% para 0s
genotipos, amareldo e agulhinha, respectivamente.

Figura 1 - Altura de plantas de genotipos de arroz de sequeiro
inoculados com isolados de bactérias diazotréficas
endofiticas em diferentes doses de nitrogénio e com
adicdo de *°N.
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A varidvel massa seca de parte aérea (MSPA) dos

genadtipos crioulos de arroz de sequeiro apresentou interacao
entre as fontes de variagcdo Genotipo x Dose x Inoculante (Tabela
5). Com o aumento das doses de N adicionadas ao solo o peso
de MSPA aumentou em todos os tratamentos estudados (Figura
2). A MSPA dos tratamentos Fe27 e Fe34 (Bactérias do género
Pseudomonas e Rhizobium) apresentaram comportamento
diferenciado quando inoculados nos gendtipos, amareldao e
agulhinha com 100% da dose de N adicionada (Figura 2). Esses
dois inoculantes promoveram maior incremento de MSPA
guando inoculados no gendétipo crioulo agulhinha, mostrando ser
esse gendtipo mais responsivo a inoculagdo, mesmo com a
adicao de nitrogénio recomendada para a cultura. Outro fator que
pode ser considerado diz respeito a especificidade das bactérias
em relacdo aos gendtipos de arroz utilizados. Assim como, a
capacidade de solubilizacdo de fosfato no caso do inoculante
Fe27 (Pseudomonas sp.) e de producdo de fitormbnios de
crescimento (Fe34 - Rhizobium sp.), que provavelmente
influenciaram na produgdo de massa seca dos genotipos
avaliados.
Os diferentes tratamentos de inoculacdo para o genétipo crioulo,
amareldo, com adicdo de 100% da dose de N recomendada,
diferiram significativamente. Sendo que o inoculante com estripes
de Rhizobium sp. apresentou o menor peso de MSPA (8,07 g),
diferindo dos demais inoculantes, que obtiveram, 9,07 g; 10,67 g
e 10,80 g (Fe27 — Pseudomonas sp., Ai27 — Azospirillum sp. e
Sem inoculacdo, respectivamente). Desse modo € possivel
avaliar que a adicdo da dose de N recomendada para a cultura
do arroz de sequeiro afetou de modo negativo o desenvolvimento
e a eficiéncia das bactérias do género Rhizobium sp. quando
inoculadas. Fato diferente ocorreu quando da inoculagdo das
bactérias do género Azospirillum e Pseudomonas que
apresentaram medias estatisticamente iguais ao tratamento sem
inoculacao.

As plantas podem se beneficiar com o nitrogenio fixado
biologicamente em associacdo ou simbiose com microrganismos
fixadores de nitrogénio atmosférico de modo direto, ou
indiretamente ap6s mineralizacdo desses. Uma das interacdes
mais bem estudadas € a simbiose entre rizébios e leguminosas.
Ao contrario, as culturas mais importantes do mundo, trigo, arroz
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e milho, pertencentes a familia gramineae que naturalmente néao
formam estas estruturas simbidticas especializadas. No entanto,
tem sido demonstrado que algumas de gramineas como a cana
de acgucar, milho, arroz e trigo podem suprir parte substancial da
exigéncia da planta com nitrogénio proveniente da fixacao
bioldgica, desse modo contribuindo para uma agricultura mais
sustentavel. Diversas bactérias diazotréficas endofiticas foram
identificadas colonizando a rizosfera, como raizes e tecidos
aéreos de gramineas, no entanto, a associacdo planta-bactéria
ainda néo estd bem compreendida. Assim sendo, a identificacéo
de gendtipos que realmente se beneficiem do processo de FBN é
uma das etapas primordiais para viabilizar os estudos de
identificagdo de microrganismos e suas relagdes com as plantas.

Resultados obtidos por Baldani et al. (2000) mostram
uma contribuicdo de 18% relativo a FBN quando inoculadas com
diferentes estirpes de Herbaspirillum e 20% com Burkholderia
spp. Da mesma forma, estudo recente realizado por Ferreira et
al. (2003) mostraram incrementos de 20% de nitrogenio
acumulado no grao de arroz cultivar IR-42 inoculado com H.
seropedicae.

Na tabela 06 sao apresentados os dados da analise de
variancia para as variaveis **N e N, indicando as interacdes
entre os tratamentos utilizados no estudo. O estudo foi conduzido
até o final do ciclo produtivo, sendo realizada a colheita dos
grédos e determinado os teores de nitrogénio (**N e ™N),
apresentados nas figuras 03, 04 e 05. O acumulo de **N no gréo
de arroz de sequeiro apresentou comportamento de curva
quadratica para todos os inoculantes avaliados. Houve
incremento com o aumento da dose de N adicionada ao
substrato para todos os tratamentos de inoculacdo, variando de
0,79 % para o inoculante Ai27 a 1,77% para o Fe34,
respectivamente nas doses 0 e 100% do recomendado para a
cultura. Na dose 100% de N, o inoculante Fe27, rizobactéria do
género Pseudomonas sp., apresentou o menor teor de “*N no
gréo, cerca de 1,46%, diferindo dos demais inoculante com a
mesma dose de N, fato este que pode ser devido a sua maior
especificidade em solubilizar fosfato (Figura 3).

De acordo com Ladha e Reddy (2003) o nitrogénio é o nutriente
mais limitante para a cultura do arroz. Desse modo a fixacédo
biolégica de N, (FBN) é considerada uma alternativa.
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Figura 2 - Massa Seca de Parte Aérea em genétipos de arroz de sequeiro em tratamento ndo inoculado
(A), inoculados com Ai27 (B), Fe27 (C) e Fe34 (D) em diferentes doses de nitrogénio e com
adicdo de °N.
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Tabela 6 - Analise de variancia e fontes de variagdo em genotipos
de arroz de sequeiro inoculados com isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas com doses de
nitrogénio e com adicdo de °N.

Fontes de Variacéo Teor de N Teor de N
(%) (%)
Genétipos * *
Inoculantes * *
Dose * *
Genétipo*Inoculante Ns *
Dose*Inoculante * *
Genotipo*Dose Ns *
Genétipo*Dose*Inoculante Ns *

Fonte: Produc&o do proprio autor

Figura 3 - Teor de nitrogénio no grao de gendtipos de arroz de
sequeiro inoculados com isolados de bactérias
diazotréficas endofiticas em diferentes doses de
nitrogénio e com adicéo de *°N.
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As figuras 04 e 05 mostram o teor em percentagem de
atomos *°N no gréo dos genétipos crioulos de arroz de sequeiro,
amareldo e agulhinha, inoculados com rizobactérias promotoras
de crescimento. O comportamento quadratico foi observado para
todos os inoculantes e genotipos avaliados, sendo que com o
aumento das doses de N adicionadas ao substrato a
percentagem de N no grdo foi reduzida. Com a adicdo de
nitrogénio ao substrato, o teor de >N adicionado ao mesmo,
sofria diluicdo, uma vez que a proporcdo “*N/*°N aumentava,
desse modo & absorcado e acumulo de **N pela cultura e posterior
translocacado para o grdo era superior ao de N, como pode ser
observados nas Figuras 4 e 5.

Rodrigues et al. (2008) estudando a inoculacdo de
Azospirillum amazonense na cultura do arroz em condi¢des de
casa de vegetacdo observou que a inoculacdo de A.
amazonense alterou o crescimento do arroz. Alguns isolados
testados mostraram efeitos benéficos sobre a produtividade, o
acumulo de nitrogénio e contribuicdes de fixacdo do N, para o
arroz. Entretanto outros inibiram o0 crescimento. Assim,
confirmando a necessidade de uso de inoculantes bacterianos,
adequados as condi¢fes do estudo.

Em ambos os genotipos, amareldo e agulhinha, foi
observado na dose 0% diferencas significativas entre as médias
dos inoculantes, sendo que no gendtipo amareldo o inoculante
Fe34 produzido com bactérias do género Rhizébium sp.
apresentou o maior valor de '°N, 4,78% seguido pelo Fe27
produzido com bactérias do género Pseudomonas sp. com
4,42%, pelo Ai27, do género Azospirillum sp. e o tratamento sem
inoculagdo com 4,09 e 4,19% respectivamente. No caso do
gendtipo agulhinha, o teor de N foi 4,14%, 3,68% 3,55% e
3,27% para os tratamentos sem inoculacdo, Ai27, Fe27 e Fe34
respectivamente, evidenciando diferencas entre os genétipos de
arroz de sequeiro utilizados no estudo. Na visualiza¢édo da figura
04 podemos verificar o potencial de algumas rizobactérias em
acumular nitrogénio no tecido vegetal de plantas. Ao analisarmos
0 genotipo crioulo de arroz de sequeiro, amareldo, (Figura 4),
observa-se nas doses 50 e 100% de N, mais adicdo de 15N, ndo
houve diferenga no acumulo de N no gréo entre os tratamentos
com inoculagbes e o tratamento sem inoculagdo. Entretanto

7

quando ndo é aplicado N (dose 0%) mais adicdo de N,
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verificam-se diferencas entres os tratamentos com inoculantes e
0 sem inoculacéo. Os inoculantes com estirpes de Rhizébium sp.
e Pseudomonas sp. acumularam no grdo os maiores teores de
>N, com 4,78 e 4,42% respectivamente, 4,19% para 0
tratamento sem inoculacdo e 4,09% para o tratamento com
estirpe de Azospirillum sp. (Ai27). Essas diferencas evidenciam
que os inoculantes Fe34 e Fe27 promoveram o acumulo de N no
grdo, provavelmente através da producdo de substancias
promotoras de crescimento e/ou da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN).

Os gendtipos de arroz de sequeiro, amarelao e
agulhinha, se comportaram de modo distinto para cada
inoculante usado no estudo quanto ao teor de °N no grdo. No
tratamento onde ndo houve a inoculacdo com bactérias
diazotréficas endofiticas ndo houve diferencas significativas entre
0s dois genotipos em todos os niveis de adubacgdo nitrogenada.
Ja o gendtipo amareldo quando inoculado com rizobactérias do
género Azospirillum sp. (Ai27), Pseudomonas sp. (Fe27) e
Rhizébio (Fe34) na dose 0% obteve maior teor de >N no gréo
em relacdo ao gendtipo agulhinha. Os teores no genétipo
amareldo foram de 4,09, 4,42 e 4,78% para Ai27, Fe27 e Fe34
respectivamente enquanto que para 0 genétipo agulhinha os
teores foram de 3,68, 3,55% e 3,27% para Ai27, Fe27 e Fe34
respectivamente (Figura 6). Desse modo, se pode verificar que o
uso de bactérias diazotréficas endofiticas apresentam
especificidades diferenciadas de acordo com o gendtipo
cultivado. Uma vez que o genétipo amareldo quando sem adicéo
de nitrogénio, absorveu maior quantidade de '°N do solo,
acumulando esse N no grdo, nos tratamentos inoculados. No
tratamento sem inoculacdo os gendtipos, amareldo e agulhinha
nao diferiram entres as trés doses de N utilizadas, apresentando
teores muito préximos um do outro, 4,19% e 4,14% na dose 0%
nos genotipos amareldo e agulhinha respectivamente; 0,81% e
0,75% na dose 50% e 0,53% e 0,52% na dose 100%,
respectivamente nos genotipos amareldo e agulhinha.

Em seu trabalho Campos et al. (2003), verificou que o
enriquecimento de N encontrado nos gendtipos de arroz, nas
amostragens realizadas ao longo do desenvolvimento das
plantas, diminuiu com o tempo, provavelmente representando o
decréscimo na marcacéo de “°N do N disponivel do solo.
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Figura 4 - Teor de N no gréo de genétipos de arroz de sequeiro
inoculados com isolados de bactérias diazotréficas
endofiticas em diferentes doses de nitrogénio e com
adicdo de °N.
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Fonte: Producéo do préprio autor.

A premissa para 0 uso da técnica de diluicao isotdpica de
>N para quantificacdo da FBN é que a planta controle e a planta
que se beneficia da FBN absorvam N do solo com o mesmo
enriquecimento de '°N. Segundo Witty (1983), esta premissa é
obedecida se o enriquecimento de >N do N disponivel do solo
ndo variar com o tempo e nem com a profundidade. Caso
contrario, as plantas controle e fixadora de N, deverdo
apresentar uma curva de acumulacdo de N proporcionalmente
estavel, ao longo de seu desenvolvimento.
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Figura 5 - Teor de **N no gréo de genétipos de arroz de sequeiro
inoculados com isolados de bactérias diazotroficas
endofiticas em diferentes doses de nitrogénio e com
adicdo de °N.
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O comportamento de acumulo total de nitrogénio pelas
plantas foi semelhante entre os genotipos, no entanto, representa
0 somatdrio do N acumulado do solo e do N derivado da FBN.
Como o N do solo foi marcado com N, a recuperacéo de °N
pelas plantas € um indicador da utilizacdo de N do solo.
Tomando como base as taxas de recuperacdo de °N em cada
época de amostragem, apesar da grande variabilidade dos
dados, é possivel verificar que existem genét'bpos com taxa de
acumulacdo de N do solo (recuperacdo de *°N) que variaram
proporcionalmente entre eles nos diferentes intervalos de
avaliacdo. No entanto, os genotipos IAC 4440, considerado
controle para estudos de FBN (Oliveira, 1994), BG 90-2, CNA
6814 e MG 1, que apresentaram comportamentos distintos
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quanto as quantidades de N do solo acumuladas em cada
Pserl'odo, foram os que obtiveram os maiores enriquecimentos de

N na planta, na colheita final, ndo sendo significativamente
diferentes. Estes resultados sugerem que o comportamento de
acumulacdo de nitrogénio do solo destes genotipos foi
semelhante, mas as quantidades absorvidas foram diferentes.
Isto indica, também, que o N disponivel do solo pode ter sido
suficiente para atender a demanda de N dos genotipos, pelo
menos nos periodos de maiores demandas.

Os dados obtidos do estudo com N em gendtipos
crioulos de arroz de sequeiro foram avaliados de forma
diferenciada em alguns aspectos. Na tabela 07 é apresentado a
analise de variancia — ANOVA dos dados tabulados referentes
apenas ao genétipo amareldao em duas doses de nitrogénio (0 e
50% do recomendado), todos os niveis de inoculagdo (sem
inoculacdo, Ai27, Fe27 e Fe34), e dois niveis de N — com
adicdo e sem adicdo de °N. O tratamento sem a adicéo de *°N
foi utilizado como controle negativo, onde se determinou e
avaliou a presenca natural do isétopo estavel '°N. Foram
determinados os teores de *N e N e submetidos a andlise de
variancia para verificacdo da interacdo entre as fontes de
variagao.

A Tabela 7 mostra esses efeitos, onde o teor de N

apresentou efeito simples para dose e para adicdo de *°N, além
da interacdo entre dose e adicdo de '°N. Entretanto para a
variavel teor de N, todas as fontes de variacdo foram
significativas, inclusive as interacdes, Dose*™°N, Inoculante*™°N,
Dose*Inoculante, e para Dose*Inoculante*™°N.
Em seu estudo Oliveira et al. (2002) inoculando planta de cana
micropropagadas com cinco diferentes cepas de rizobactérias (G.
diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, A.
amazonense e Burkholderia sp.) originalmente isolado a partir de
cana de acuUcar. Estas estirpes foram usadas em varias
combinacdes. Apds aclimatacdo de 45 dias em estufa, as
plantulas foram transferidas para vasos contendo *°N para
avaliacdo da fixacdo de nitrogénio pela técnica de diluicdo
isotdpica com °N. A inoculagcdo de bactérias promoveu um
aumento maximo de 39% da biomassa total (645 g por planta)
sobre o controle ndo inoculado. No processo, as bactérias
inoculadas assimilaram 30% de N pela FBN. 2001).
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Figura 6 - Teor de *°N no gréo de genétipos de arroz de sequeiro com tratamentos, ndo inoculado (A),
inoculados com Al27 (B), com Fe27 (C) e com Fe34 (D) em diferentes doses de nitrogénio e
com adicdo de ™N.
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Tabela 7 - Andlise de variancia e fontes de variagdo em genétipo de
arroz de sequeiro da variedade amarel&@o inoculado com
isolados de bactérias diazotroficas endofiticas com doses
de nitrogénio e adicio de “N.

14N 15N
Fontes de Variacao

¢ %) %)
Dose * *
15N * *
Inoculante Ns *
Dose**N * *
Inoculante***N Ns *
Dose*Inoculante Ns *
Dose*Inoculante**°N Ns *

Fonte: Producéo do préprio autor.

A adicdo de '°N ao solo promoveu o incremento no teor
de N no grdo do gendtipo crioulo de arroz de sequeiro
amareldo, conforme pode ser visualizado na figura 7. Na
auséncia de dose de nitrogénio (Dose 0%) n&o houve diferenca
significativa no teor de **N no gréo entre o tratamento com *°N e
sem °N. Entretanto ao ser adicionado a dose de 50% de N
recomendada para a cultura de arroz de sequeiro foi verificada
diferenca significativa, onde o tratamento com °N apresentou
acumulo no gréo de 1,37% de *N e o tratamento sem adicéo de
>N, acumulou 1,09% de **N no gréo de arroz (Figura 7).

A abundancia natural de is6topos estaveis de N em
gréo de arroz de sequeiro nos tratamentos sem a adicdo de *°N
no substrato é apresentada na Figura 8, mostrando que nao ha
diferenca significativa no teor de N no gréo entre as doses de N
adicionadas ao solo para todos os tratamentos de inoculacéo
utilizados no experimento. Os valores de isétopos de *°N natural
variaram de 0,38% na dose 0% sem inoculagéo para 0,37% nos
demais inoculantes e entre as doses 0 e 50%.

Atualmente, a técnica disponivel mais adequada para
quantificar a FBN em uma cultura, principalmente em condicdes
de campo, é a diluicdo isotépica de N utilizando substrato
enriquecido com o seu is6topo ou utilizando a sua abundancia
natural no nitrogénio disponivel do solo (BOODDEY et al, 2001).
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Figura 07: Teor de nitrogénio no grdo em genotipo de arroz de
sequeiro, variedade amareldo, inoculado com
isolados de bactérias diazotréficas endofiticas em
diferentes doses de nitrogénio nos tratamentos com
adicdo de °N e sem adicdo de “N.
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Por exemplo, em estudo com 15 variedades de milho,
Garcia de Salamone e Doebereiner (1996) mostraram que
algumas variedades aumentaram  significativamente o
rendimento de grdos e o conteudo de N apds a inoculagdo com
cepas mistas de Azospirillum spp., a0 passo que as outras
variedades mostraram decréscimos.
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Figura 8 - Abundancia natural de >N em gréos de gendtipo de
arroz de sequeiro, variedade amareldo, inoculado
com isolados de bactérias diazotroficas endofiticas
em diferentes doses de nitrogénio, sem adicao de
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Fonte: Producéo do préprio autor.

Em um subsequente estudo com diluicdo isotopica de
®N, mostrou que duas variedades de milho no seu anterior
estudo (Dekalb D4-70 e CMS22) poderiam fixar acima de 58% do
seu N se inoculado com estirpes adequadas de Azospirillum sE)p.
Por outro lado, no caso de sorgo, com abundancia natural de N,
Lee et al. (1994) observaram que ndo houve diferencas
significativas na FBN nos tratamentos controles ou com a
inoculacéo de Azospirillum/Azotobacter. Oliveira (1994) utilizando
a técnica de diluicéo isotdpica de *°N em 40 variedades de arroz
observou diferencas entre as variedades quanto a contribuicédo
da fixagc&o biologica de nitrogenio.
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Nos tratamentos com a adicdo de >N ao substrato o

comportamento foi diferenciado em relagéo aos tratamentos sem
a adicdo de °N para a variavel, teor de **N no gréo. A Figura 9
reflete esta diferenca, onde todos os tratamentos de inoculagéo
apresentaram maiores teores de *°N no gréo na menor dose de
N aplicada no substrato (Dose 0%), com valores de 4,19, 4,09,
4,42 e 4,78% de '°N para os tratamentos sem inoculacéo, Ai27,
Fe27 e Fe34 respectivamente e 0,81, 0,82, 0,85 e 0,84% de “°N
na dose de 50% do N recomendado para os tratamentos sem
inoculagéo, Ai27, Fe27 e Fe34 respectivamente (Figura 9).

Figura 9 - Teor de isétopos estaveis de N em grdos de
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genotipo de arroz de sequeiro, variedade amarelo,
inoculado com isolados de bactérias diazotroficas
endofiticas diferentes doses de nitrogénio, com
adicdo de °N.
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Médias seguidas pela mesma letra entre as doses de N ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.
Fonte: Producéo do préprio autor.
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Também, Miranda et al. (1990), quantificaram a fixacéo
biologica de nitrogenio pela diluicdo isotopica de *°N
complementada pelo balanco de nitrogenio, na comparacao entre
ec6tipos de Pannicum maximum verificaram tambem diferencas
entre o ecotipos.

Dobereiner et al.(1996), mostraram resultados positivos
em genotipos de milho inoculados com Azospirillum, ande alguns
genotipos mostraram-se mais eficientes na FBN, com até 100%
de aumento na producdo. Do mesmo modo, Urquiaga et al.
(1992), trabalhando com variedades de cana de agucar observou
diferencas entre variedades sobre a FBN, atrves do metodo de
diluicio isotopica de N e balanco de N. Onde a taxa de FBN
observada variou de 40, 50 e 60% do total de N acumulado pela
planta, dependendo da variedade avaliada.

A variedade de arroz Oryza officinalis, através da reducéo
de acetileno e incorporacéo de gas *°N, foi determinada a fixagéo
biologica de nitrogénio em plantas apdés a inoculacdo com
bactérias endofiticas de Herbaspirillum sp. A percentagem de
N, incorporado foi de 381% em comparacdo com 0,4 da planta
ndo inoculada, a qual provou o papel da fixacdo bilogica de
nitrogénio por Herbaspirillum sp. estirpe B501 em arroz
(ELBELTAGY et al. 2001). Em outro exemplo a promoc¢édo de
crescimento por Burkholderia em arroz, foi estimada que 31%
(372 mg N por planta) do nitrogénio da planta foram obtidas por
FBN (BALDANI et al. 2000).

Na Figura 10 s&o mostrados os dados de teores de °N e
as suas interacdes para cada inoculante. O acumulo de **N no
gréo foi maior quando da adicdo de N no substrato nas duas
doses de N avaliadas (0 e 50%). Na comparagdo entre
inoculantes verifica-se que o0s inoculantes Fe34 e Fe27
(Rhizobium sp. e Pseudomonas sp.) obtiveram as maiores
medias de acumulo de N no grdo, 4,78 e 4,42%
respectivamente, enquanto que nos tratamentos sem inoculacéo
e Ai27 os valores foram 4,19 e 4,09% de "N respectivamente. O
maior incremento de °N no grdo evidenciado que nos
tratamentos com os inoculantes Fe34 e Fe27 houve uma menor
atividade desses géneros de bactérias endofiticas no uso do
nitrogénio atmosférico, indicando que n&o ocorreu fixacao
bioldgica de nitrogénio para essas bactérias. Evidenciando desse
modo que o maior acumulo de nitrogénio no gréo para esses
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isolados pode ser devido a producdo de substancias que
promovem 0 crescimento para o inoculante com estirpes de
Rhizobium sp. e promocéo de crescimento, devido a producéo de
fitormonios, e solubilizacéo de fosfato pelas bactérias do género
Pseudomonas sp..

Hoje, um dos métodos mais Uteis para examinar a fixacao
de nitrogénio ainda é a diluicdo isotépica de °N e técnicas de
abundancia natural de ™N. Ambas diluicdo isotépica de N e
abundancia natural de N tém demonstrado que a cana-de-
aclcar pode fixar quantidades substanciais de nitrogénio
(URQUIAGA et al, 1992.; BODDEY et al, 1995, 1999,.
YONEYAMA et al, 1997). Mas também mostrou que a
quantidade fixada é altamente variavel, sendo dependente do
genotipo da planta e das condicbes ambientais. Como exemplo,
utilizando uma metodologia semelhante, Urquiaga et al. (1992),
ndo encontraram contribuicbes significativas para a fixacdo
biologica de nitrogénio em trés variedades de arroz irrigado. Por
outro lado, o uso da técnica de diluicio do is6topo N nos
estudos de Wu et al, (1995), Shrestha e Ladha (1996), no
Instituto Internacional de Pesquisa do Arroz (IRRI) mostraram
que alguns gendtipos de arroz podem obter significativas
quantidades de nitrogenio a partir da FBN. Onde as variedades
examinadas por Shrestha e Ladha (1996) obtiveram até 20,2%
do nitrogénio necessario para a cultura da FBN atmosférico. Isto
esta de acordo com muitos estudos com a tecnica de diluicdo de
>N e do balango de nitrogénio relatados tambem com a cultura
do arroz (BODDEY et al, 1995, 1999; LADHA e REDDY,1995),
sugerindo que a FBN pode ser de extrema importancia, embora
altamente variavel, em sistemas produtivos com baixo uso de
adubos nitrogenados.
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Figura 10 - Teor de is6topos estaveis de N em gréos de gendtipo de arroz de sequeiro, variedade amareléo,
com os tratamentos: ndo inoculado (A), inoculados com bactérias diazotréficas endofiticas, Ai27

(B), Fe27 (C) e Fe34 (D) com doses de nitrogénio e com adicdo de *°N e sem adicéo de N.
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4.4 CONCLUSOES

1. A adicdo de nitrogénio ao solo promoveu o incremento de
nitrogénio no grdo de gendtipos crioulos de arroz de sequeiro
para todos os tratamentos de inoculagdo com excecdo para o
inoculante produzido com bactérias do género Pseudomonas sp.
em condicdo adequada de nitrogénio adicionada ao solo.

2. O uso da técnica de diluicdo isotépica de >N mostrou nédo
haver fixac@o biologica de nitrogénio nos genotipos de arroz de
sequeiro inoculados com bactérias endofiticas utilizados no
estudo.
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5. CAPITULO I

INOCULA(}AO DE ARROZ DE SEQUEIRO COM BACTERIAS
DO GENERO Azospirillum - ESTIRPE Abv5/abvé SOB
DIFERENTES NIVEIS DE NITROGENIO EM CONDICAO DE
CAMPO

RESUMO

Nas décadas de 80 e 90 houve grande avanco tecnoldgico, mas
ainda ha muitos desafios a serem superados no que se refere a
producéo de arroz de sequeiro. Como maior desafio tem-se a
consolidacdo dessa cultura de forma sustentdvel como um
sistema produtivo na agricultura brasileira. Para o arroz de
sequeiro foi desenvolvido cultivares mais produtivas e precoces,
responsivas as melhorias do ambiente e com boa qualidade do
grdo produzido. A capacidade de producdo agricola dos solos
esta diretamente relacionada aos teores de matéria organica e
nitrogénio no solo, entretanto € dificil manter seus niveis no solo
de modo satisfatério na maioria dos solos. Desse modo, as
formas de adicdo e de manutencdo de matéria organica devem
ser consideradas com antecipacdo em todos os programas de
manejo e conservacdo dos solos agricolas. Sabe-se que as
gramineas séo colonizadas por bactérias endofiticas e que estas
podem contribuir para a nutricdo da planta, ou pelo processo de
FBN ou pela producéo de fitormonios que atuam no crescimento
radicular. No caso de plantas de arroz (Oryza sativa), 0 sistema
radicular pode ser colonizado por RPCP, promovendo o
crescimento vegetal, aumentando o volume de raizes e
melhorando a nutricdo da planta. Com o objetivo de avaliar a
capacidade de promocéao de crescimento e a fixagcdo biolégica de
nitrogénio em dois gendtipos crioulos de arroz de sequeiro
através de um inoculante comercial com rizobactérias do género
Abv5/abv6. O experimento apresenta um arranjo fatorial 2x3x2,
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utilizando dois gendtipos crioulos de arroz de sequeiro, sendo um
genotipo proveniente do municipio de Chapecd6/SC (variedade
amareldo) e um genotipo proveniente da Gerencia Regional da
Epagri de Ararangua (variedade Cateto) e um gendtipo comercial
de arroz irrigado cultivado na regido (variedade Rice Tech); trés
doses de nitrogénio (0, 50 e 100% da dose recomendada) e um
inoculante comercial - Abv5/Abv6 a base de bactérias do género
azospirillum; e com a condig&o n&o inoculada. Por ocasido do fim
do ciclo da cultura foi realizada a colheita de gréos para a
determinacgéo da produtividade e determinacdo N e P. Os teores
de N e P na folha bandeira e grao, além da produtividade
apresentaram efeito de dose. Onde de acordo com o aumento da
dose de nitrogénio aplicada ao solo, os valores também
aumentaram.

Palavras-chave: Rizobactérias promotoras de crescimento.
Fixacao Biologica de Nitrogénio. Fitormonios vegetais.



INOCULATION OF UPLAND RICE WITH BACTERIA OF
Azospirillum - Abv5/abv6 STRAIN UNDER DIFFERENT
LEVELS OF NITROGEN IN FIELD CONDITIONS

ABSTRACT

In the 80s and 90s there was a great technological advancement,
but there are still many challenges to be overcome in relation to
production of upland rice. As the biggest challenge has been the
consolidation of this culture as a sustainable production system in
Brazilian agriculture. For upland rice cultivars was developed
more productive and early, responsive improvements to the
environment and good quality of the grain produced. The
production capacity of agricultural soils is directly related to the
soil organic matter and nitrogen in the soil, though it is difficult to
maintain their levels in soil satisfactorily in most soils. Thus, the
forms of addition and maintenance of organic matter should be
considered in advance in all programs for management and
conservation of agricultural soils. It is known that the grasses are
colonized by endophytic bacteria and that these may contribute to
the nutrition of the plant, or at the BNF process or production of
hormones which act on root growth. In the case of rice plants
(Oryza sativa), the root system colonized by PGPR may be,
promoting plant growth, increasing the volume and improving root
plant nutrition. In order to evaluate the ability of promoting growth
and nitrogen fixation in two genotypes of upland rice Creole
through an inoculant with rhizobacteria of the genus Abv5/abv6.
The experiment presents a 2x3x2 factorial arrangement using two
genotypes of upland rice Creoles, one genotype from the
Chapec6 / SC (yellowing variety) and a genotype from the
Regional Manages Epagri Ararangua (Cateto variety) and a
genotype trade of rice production in the region (Rice variety
Tech), three nitrogen rates (0, 50 and 100% of the recommended
dose) and an inoculant - Abv5/Abv6 the basis of Azospirillum
bacteria, and not inoculated with the condition. At the end of the
cycle was done grain harvest yield for the determination and
determination of N and P. The N and P in the flag leaf and grain,
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as well as yield showed dose effect, where in accordance with the

increase of the nitrogen applied to the soil, the values also
increased.

Key words: Growth promoting rhizobacteria. Biological fixation of
nitrogen. Phytohormones plants.
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5.1 INTRODUCAO

Nas décadas de 80 e 90 houve grande avanco
tecnoldgico, mas ainda ha muitos desafios a serem superados no
que se refere a producdo de arroz de sequeiro. Como maior
desafio tem-se a consolidacdo dessa cultura de forma
sustentavel como um sistema produtivo na agricultura brasileira.
Para o arroz de sequeiro foi desenvolvido cultivares mais
produtivas e precoces, responsivas as melhorias do ambiente e
com boa qualidade do gréo produzido. Fatos estes que permitiu a
expansao da cultura em muitas regides do pais e desse modo
tornando-a mais competitiva no mercado agricola. O maior
potencial competitivo apresenta limitagbes a partir do momento
em que essas cultivares sdo produzidas em pequenas
propriedades, onde nao é fornecido condi¢Bes ideais em termos
de nutricdo e ambiente, para se alcancar o maximo potencial
produtivo da cultivar melhorada. Esse fato pode ser
compreendido principalmente pela fata de capital necessario
para 0 manejo adequado do solo, da adubacdo e dos tratos
culturais durante o ciclo da cultura, uma vez que 0s pequenos
agricultores geralmente cultivam o arroz como forma de
subsisténcia, em locais com baixa fertilidade natural e em locais
inadequados para a cultura. Com base nisto ha uma demanda
crescente na busca de cultivares que permitam menor uso de
fertilizantes quimicos, resisténcia maior a doencas, maior
capacidade de competicdo com plantas daninhas e uma maior
eficiéncia no uso e acumulo de nutrientes do solo.

A capacidade de producdo agricola dos solos esta
diretamente relacionada aos teores de matéria orgénica e
nitrogénio no solo, entretanto € dificil manter seus niveis no solo
de modo satisfatério na maioria dos solos. Desse modo, as
formas de adicdo e de manutencdo de matéria organica devem
ser consideradas com antecipacdo em todos os programas de
manejo e conservacao dos solos agricolas (CAZETTA et al.,
2008).

O uso de fertilizantes na producdo de grdos é de
fundamental importancia para a manutencdo das reservas de
nitrogénio originalmente presentes no solo. Altas produtividades
com baixas doses adicionadas ao sistema, normalmente significa
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que a quantidade de N exportada com a colheita € maior que a
adicionada, contribuindo para a reducédo dos teores de N no solo
(ALVES et al.,, 2006). Em um sistema utlizado de modo
sustentavel ha a necessidade de que as reservas de nutriente e
de matéria organica do solo sejam mantidas em niveis
adequados ao longo dos anos e dos cultivos. Uma vez que os
niveis de carbono (C) e nitrogénio (N) do solo estao diretamente
relacionados, oscilando em uma razdo de 12: 1 a 18:1, quando
se considera a matéria organica estavel no solo. Desse modo em
rotacbes de culturas em que as perdas de nitrogénio com a
exportacdo de nitrogénio nos graos colhidos sejam maiores do
que a entrada de nitrogénio irA promover a perda de carbono do
solo, ou matéria organica, reduzindo assim a capacidade de
suprimento de N para as plantas, sendo consideradas
insustentaveis ao longo do tempo (URQUIAGA et al., 2005).

O nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes para a
obtencéo de altos indices de produtividade em culturas anuais,
como: arroz, milho, trigo e soja, devido a grande demanda das
plantas por esse nutriente. Desse modo, a baixa disponibilidade
de nitrogénio no solo limita a produtividade da cultura, tanto em
regides de clima temperado e tropical. Nesse contexto, o
processo de fixagdo bioldégica de nitrogénio desempenha um
importante papel para a agricultura, pois reduz o uso de
fertilizantes nitrogenados, reduzindo o custo de producédo e os
impactos ambientais causados pelo uso excessivo de
fertilizantes. Este processo pode ser de grande relevancia para
plantas ndo leguminosas como as gramineas em geral,
especialmente o arroz, dado seu grande valor socioeconémico a
nivel global, tendo em vista que é utilizado por um terco da
populagdo mundial como principal fonte de alimentacgéo.

Sabe-se que as gramineas sao colonizadas por bactérias
endofiticas e que estas podem contribuir para a nutricdo da
planta, ou pelo processo de FBN ou pela producéo de fitormonios
que atuam no crescimento radicular. No caso de plantas de
arroz (Oryza sativa), o sistema radicular pode ser colonizado por
RPCP, promovendo o crescimento vegetal, aumentando o
volume de raizes e melhorando a nutricdo da planta. Dentre os
microrganismos indicados como promotores de crescimento de
plantas estdo bactérias do género Azospirillum (JAMES et al.,
2000) e Rhizobium (YANNI et al.,, 2001) que apresentam
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capacidade de promocgéao de crescimento e de FBN. Também ha
relatos de maior absorcdo de N, P, K e Fe em plantas de arroz
inoculadas e aumento no vigor de plantulas de arroz apds a
inoculacdo com bactérias (BISWAS et al., 2000 a e b).

As culturas de arroz, trigo e milho consomem
aproximadamente 60% do total de fertilizantes nitrogenados
utilizados no mundo (LADHA et al., 2005). Portanto, em razdo da
extensa area ocupada com a producdo de cereais,
aproximadamente cinco vezes a das leguminosas, a fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN) associada as culturas torna-se de
extrema importancia, mesmo que apenas parte de suas
necessidades de nitrogénio possa ser suprida pela FBN (SALA,
et al. 2007). A auséncia de resposta a inoculagdo de
rizobactérias em gramineas tem sido atribuida ao uso de
linhagens inadequadas, uma vez que ha um consenso em que 0
gendtipo da planta é o fator chave para a obtencdo dos
beneficios oriundos da FBN, aliado a estirpes de bactérias
eficientes (REIS et al., 2000).

O teor de nitrogénio fixado pelas bactérias em gramineas
gira em torno de 25 a 50 kg/ha/ano, equivalendo ao suprimento
médio de 17% das demandas das culturas. Considerando que as
espécies produtoras de graos, como arroz, trigo e milho sao as
principais fontes de alimento para a populacdo, esta taxa de
FBN, mesmo parecendo baixa, representa uma grande economia
nos custos de producéo, além de se obter uma agricultura mais
sustentavel, justificando assim o uso dessa tecnologia para a
producao agricola.

5.2 MATERIAL E METODOS

Entre o periodo de 29 de novembro de 2012 e 28 de
marco de 2013 foi desenvolvido um estudo a campo utilizando
inoculante comercial a base de bactérias diazotroficas endofiticas
conduzido no Municipio de Mirim Doce-SC. O experimento
apresenta um arranjo fatorial 3x3x2, utilizando dois gendétipos
crioulos de arroz de sequeiro, sendo um genétipo proveniente do
Centro de treinamento da Epagri de Chapec6/SC (variedade
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amareldo) e um genotipo proveniente da Gerencia Regional da
Epagri de Ararangua (variedade Cateto) e um gendétipo Hibrido
de arroz irrigado cultivado na regido do Alto Vale do Itajai (Rice
Tech); trés doses de nitrogénio (0, 20 e 40 kg ha™,
correspondendo a 0, 50 e 100% da dose recomendada pelo
manual de adubag¢do e calagem para SC e RS), além da
adubacdo de base com 60 kg ha® de P e 50 kg ha™ de K,
considerando uma produtividade média de 2000 kg ha™. E, um
inoculante comercial - Abv5/Abv6 a base de bactérias do género
Azospirillum; e com a condi¢c&o ndo inoculada.

O ensaio foi conduzido a campo no municipio de Mirim
Doce - SC nas coordenadas de 29°12’45,38” S e 50°07°26,16” O,
em um solo com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: teor
de argila de 43 % e 3,1 % de matéria organica, com pH natural
de 4,8, teor de P de 3,6 mg dm™, teor de K de 61 mg dm™ e CTC
efetiva de 10,92 cmolc dm™. Os tratamentos foram distribuidos
em blocos inteiramente casualizados em cinco repeticdbes com
parcelas subdivididas.

A adubacéo com N, P e K foi realizada de acordo com o
Manual de Adubacdo e Calagem para o0 RS e SC, 2004,
utilizando uréia, superfosfato triplo e cloreto de potassio antes da
semeadura. As sementes foram inoculadas com o inoculante
comercial no momento da semeadura. Aos 40 dias apds a
germinacdo foi realizada a adubacdo de cobertura com uréia,
respeitando as dose de N de cada parcela (0, 20 e 40 kg ha™).

No periodo de inicio do florescimento foi realizado a
coleta de folhas bandeiras para a determinacdo de N e P,
extraidos segundo Tedesco et al. (1995) e a determinacédo de N
pelo método de Kjeldahl e P segundo Gatiboni (2003). Por
ocasido do fim do ciclo da cultura foi realizada a colheita de
gréos para a determinacdo da produtividade e determinacdo N e
P, extraidos segundo as metodologias descritas em Tedesco et
al. (1995) e a determinacdo de N pelo método Kjeldahl e o P
segundo Gatiboni (2003).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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O experimento desenvolvido em condigdo de campo na
cidade de Mirim Doce/SC foi conduzido com dois genétipos de
arroz de sequeiro (amareldo e agulhinha), com trés diferentes
doses de nitrogénio (0, 50 e 100%) e dois niveis de inoculacédo
(inoculado e ndo inoculado). Na Tabela 8 é apresentado os
resultados da analise de variancia — ANOVA da variaveis
produtividade, teor de P e N na folha bandeira e no grdo. Sendo
que para todas as variaveis estudadas nao foram observados
interacdo entre as fontes de variacdo (Tabela 10). Foram
encontrados efeitos simples para genétipo e dose nas variaveis,
produtividade e P na folha bandeira, efeito de bloco, genétipo e
dose para o teor de P no grado, bloco e dose para o teor de N na
folha bandeira e dose e gendtipo para o teor de N no gréo.

Tabela 8 - Andlise de variancia e fontes de variagdo em genétipos
de arroz de sequeiro inoculado com isolados de
bactérias diazotréficas endofiticas e com doses de

nitrogénio.
P - Fl. P- N-=FI N-
Fontes ;'Oe Prod.  pand. Grio Band. Gréo
§ kgha' (%) () (%) %)
Dose ns Ns * * *
Genobtipo * * * Ns *
Inoculante ns Ns ns Ns Ns
Dose * * * * Ns
Genétipo*Inoc. ns Ns ns Ns Ns
Dose*lnoc. ns Ns ns Ns Ns
Genotipo*Dose ns Ns ns Ns Ns
Genét.*Dose*Inoc. ns Ns ns Ns Ns

Fonte: Producéo do préprio autor.

Na avaliagdo da produtividade dos diferentes gendtipos
de arroz de sequeiro ndo foram observados diferencas
significativas entre os tratamentos inoculados com Abv5/abv6 e
ndo inoculado. Do mesmo modo experimentos com inoculagéo
em trigo, com estirpes de Azospirilum spp. Em condicdo de
campo, revelaram que ndo houve efeito da inoculacédo sobre a
producdo de grdos. No entanto, foi observado que o teor de
nitrogénio nos grdos aumentou significativamente nos
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tratamentos com bactérias e sem a adi¢do de nitrogénio, sendo
observado que cerca de 70% do nitrogénio acumulado foi
translocado das partes vegetativas para os graos (RODRIGUES
et al., 2000).

Diferencas significativas foram constatadas entre os
gendtipos de amareldo, agulhinha e Rice Tech (variedade
comercial - irrigada) (Tabela 9), além de ser observado o
comportamento quadratico entre as doses de nitrogénio
adicionadas ao solo no momento da semeadura, onde a dose de
50% de N recomendada para a cultura apresentou a maior
média de produtividade com 2124 kg ha™, e 1848 e 2083 kg ha™
para as dose 0% e 100%, respectivamente. Quando analisado
as diferengas entre os genétipos, foi observado que a variedade
Rice Tech (variedade de arroz irrigado) apresentou a maior
media de produtividade em relagdo aos gendtipos crioulos,
variando de 2425 kg ha™ para o Rice Tech, 2202 kg ha™ para o
Cateto e 1428 kg ha™ para o genétipo amareldo (Tabela 9).

No entanto, estudos com a inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae em diferentes variedades de arroz
crescidas em condi¢des de campo sob diferentes doses de N e
molibdénio, e em regime hidrico de sequeiro, mostraram um
incremento de até 37% na producdo de grdos deste cereal
(SUNDIN, 2001).

Guimardes et al. (2003) em seus estudos dobre
inoculagcdo de bactérias diazotroficas em gendtipos de arroz de
sequeiro, obtiveram resultados que mostram diferengas
significativas entre os tratamentos devido a inoculacdo em coleta
realizada aos 75 dias apos o plantio (DAP), onde a bactéria H.
seropedicae aumentou em até 43% a matéria seca da parte
aérea. Esta estirpe também se mostrou eficiente no acimulo de
N na parte aérea, que apresentou um aumento de 28%.
Diferencas significativas tanto no acumulo de matéria seca,
quanto na producdo de grdos também foram observados na
coleta feita aos 130 DAP. Em relacdo a matéria seca da parte
aérea, houve um aumento de 6% decorrente da inoculagdo com
H. seropedicae. Esta estirpe aumentou a producdo de grdos em
50% em relagdo ao controle. Aumentos em torno de 38% na
producdo de graos também foram obtidos para a estirpe de B.
brasilensis.
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Estudos estabeleceram que inoculagbes com bactérias
promotoras de crescimento possuem importancia comercial para
culturas como arroz, cana de acuUcar e trigo, podendo reduzir a
entrada de fertilizantes nitrogenados no cultivo (BALDANI et al.
2.000, MATTHEWS et al. 2001, SALEH et al. 2001;
GOVINDARAJAN et al. 2006, 2007). Yanni et al. (1997)
utilizaram um terco da dose recomendada de adubacdo e a
inoculagdo com R. Leguminosarum da estirpe Trifolii em um
campo de arroz para a producao de graos, obtendo rendimento
equivalente a dose comPIeta de fertilizante nitrogenado
recomendada (144 kg N ha™). Do mesmo modo, a Burkholderia
MG43, inoculada em cana de agucar resultou em efeito positivo
com o uso de metade da dose de N recomendada para acultura
da cana de acucar, resultando em uma reducédo de custos de
producdo na ordem de 140 kg ha® (GOVINDARAJAN et al.,
2006).

Tabela 9 - Produtividade de gendtipos de arroz de sequeiro
inoculado com inoculante comercial com bactérias do
género Azospirillum sp. — estirpe Abv5/abv6 em
diferentes doses de nitrogénio.

Doses de N (% recomendada) Total (kg

Genétipos

0 50 100 ha)
Amarelao 1142 1501 1641 1428 C
Cateto 2013 2439 2155 2202 B
Rice Tech 2388 2433 2453 2425 A
Total (kg hal) 1848 2124 2083

Fonte: producéo do préprio autor.

Os resultados corroboram com Zorita e Canigia (2008) e
com Piccinin et al. (2001), quando apdés a inoculacao de
sementes de trigo com Azospirilum brasiliense, obtiveram
aumento significativo no rendimento de gréos. Também Hungria
(2011) observou em seu estudo o incremento médio de
rendimento de milho em torno de 26% e para trigo de 31%,
quando inoculados.

Piccinin et al. (2013), estudando o efeito da inoculagéo de
sementes de trigo com bactérias de Azospirillum brasiliense em
diferentes doses de nitrogénio encontraram efeito positivo do uso



104

de inoculante turfoso associado a dose maxima de N utilizada
sobre a producdo de 3072,3 kg ha™ de grdos de trigo, efeito
diferente quando utilizado o inoculante liquido, onde o maior
rendimento foi obtido quando a inoculagdo foi associada a
metade da dose de nitrogénio.

Dobbelaere et ai. (2003) trabalhando com milho e Santa
et al. (2008) com trigo, observaram que o0 aumento do
rendimento é diretamente ligado a contribuicdo da FBN através
da associacdo de bactérias do género Azospirillum sp. Levando
em consideracdo as doses de N adicionadas. Assim como
Zagonel et al. (2002) e Heinemann et ai. (2006) também
encontraram efeito positivo de doses de N no rendimento de
sementes de trigo.

Braccini et ai. (2012) obtiveram resultados semelhantes
para o milho, verificando que a inoculagdo de sementes com A.
brasilense na forma liquida aumentou a altura da planta e o
rendimento de grdos em relacdo ao controle, confirmando a
hip6tese de que as estirpes de bactérias do género Azospirillum
Abv5-Abv6 sdo eficazes para FBN quando realizado a inoculacéo
de sementes de forma adequada e racional, o que pode reduzir a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados na cultura do trigo em
50%, levando a economia de matérias primas e de trabalho.

No periodo de floracao da cultura foi realizada a coleta de
folhas bandeiras para a determinacéo dos teores de nitrogénio e
fésforo. Entre os gendtipos e entre os tratamentos de inoculacéo
ndo foram observadas diferencas significativas. Sendo que o teor
médio de nitrogénio apresentou diferencas entre as doses de
nitrogénio adicionadas ao solo (Figura 11), apresentado
comportamento linear, ou seja, com o aumento das doses de N
adicionadas ao solo (0, 50 e 100% do recomendado) o teor de N
na folha bandeira também aumentou, sendo que o teor médio
variou de 1,66, 1,87 e 1,98% para as dose 0, 50 e 100% da dose
recomendada. Ja o teor de fésforo na folha bandeira além de
diferenca entre as doses de nitrogénio adicionadas, apresentou
diferencas entre os trés gendtipos de arroz utilizado no estudo
como observado na Tabela 10. O gendtipo de arroz Rice Tech
(variedade irrigado) apresentou o maior teor de P na folha
bandeira, 0,17% seguido do gendtipo crioulo de arroz de
sequeiro amareldo com 0,16% e o genétipo cateto com 0,15% de
fésforo. Entre as doses de nitrogénio aplicado ao solo, observou-
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se comportamento quadratico, sendo que na dose 0% de N o
teor de P na folha bandeira foi maior, chegando a 0,17%, seguido
de 0,16% e 0,14% nas doses 50 e 100% de N adicionado
respectivamente.

Ao final do ciclo da cultura foi realizada a colheita dos
graos dos gendtipos de arroz de sequeiro e a partir do qual foram
determinados os teores de N e P. A andlise dos teores de N
mostrou a ocorréncia de diferencas significativas do acumulo de
N no grao apenas entre os genétipos avaliados (Tabela 11).

Figura 11 - Teor de nitrogénio em folha bandeira de gendtipos de
arroz de sequeiro inoculados com isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas em diferentes
doses de nitrogénio.

2,1

Teor de N na folha bandeira (%)

164 ¢ —e— Amareldo
-0+ Cateto
—¥— Rice Tech
15 T T T

0 20 40

Doses de N (kg ha™)
Fonte: Producéo do préprio autor.

Os gendtipos crioulos de arroz de sequeiro foram mais
eficientes no acumulo de N no grao, sendo o gendtipos cateto o
gue apresentou o maior teor de N no gréo, 0,89%, seguidos do
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genodtipo amareldo e Rice Tech com 0,85 e 0,73%
respectivamente.

Tabela 10 - Teor de fosforo em folha bandeira de genoétipos de arroz
de sequeiro inoculado com inoculante comercial com
bactérias do género Azospirilum sp. — estirpe
Abv5/abv6 em diferentes doses de nitrogénio.

Doses de N (kg ha™)

Genotipos 0 >0 70 Total (%)
Amareldo 0,17 0,17 0,15 0,16 AB
Cateto 0,16 0,15 0,12 0,15B
Rice Tech 0,18 0,17 0,16 0,17 A
Total (%) 017 0,16 0,14

Fonte: Producgé&o do préprio autor.

Tabela 11 - Teor de nitrogénio no grdo de gendtipos de arroz de
sequeiro inoculado com inoculante comercial com
bactérias do género Azospirilum sp. — estirpe
Abv5/abv6 em diferentes doses de nitrogénio.

Doses de N (kg ha™)

- 0
Gendétipos 0 >0 70 Total (%)
Amarelé@o 0,65 0,88 1,02 0,85 AB
Cateto 0,89 0,94 0,86 0,89 A
Rice Tech 0,69 0,83 0,68 0,73 B

Fonte: Producéo do préprio autor.

Vérios autores obtiveram resultados positivos com
bactérias do género Azospirillum, as quais promoveram o
crescimento e 0 acumulo de N em plantas de trigo (SALA et al.,
2005), trouxe beneficios na manutencao dos afilhos férteis, maior
extracdo de N e acumulo nos graos (JEZEWSKI et al., 2010),
aumento de producdo (SALA et al.,, 2007), translocacdo mais
eficiente do N para os graos, maior peso de gréos (DIDONET et
al., 2000) e maior desenvolvimento radicular. Contudo, outros
autores ndo encontraram diferenca entre tratamentos com e sem
a inoculacédo (CAMPOS et al., 1999).

Conforme dados obtidos por DIDONET et al. (2000)
pode-se evidenciar que a utilizagdo do tratamento com
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Azospirillum  brasilense, via tratamento de sementes
proporcionou uma maior produtividade de gréos na cultura do
trigo, uma vez que a bactéria € capaz de contribuir com um
melhor aproveitamento de nitrogénio acumulado, inicialmente na
biomassa, que posteriormente é translocado para o gréo. Este
fato vem corroborar com resultados obtidos anteriormente em
outros estudos que comprovaram que gramineas Sao
colonizadas por bactérias diazotroficas endofiticas, as quais
contribuem com parte da nutricdo da planta, seja através do
processo de fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico (FBN) ou
da producdo de hormdnios, que atuam no aumento do sistema
radicular das plantas (BASHAND et al., 1990; DIDONET et al.,
2000; BALDANI e BALDANI, 2005; SALA et al., 2005). Em
estudos realizados por ROGER & LADHA (1992), foi
demonstrado que a fixacdo biol6gica de nitrogénio (FBN) no
arroz irrigado pode render até 50 Kg ha®’ de N, sendo
considerado que, provavelmente, a FBN realizada nestas plantas
seja o0 resultado da atividade de varias espécies de
microrganismos  diazotroficos  associados (NEVES &
RUMJANEK, 1998; CRUZ et al.; 2001). A cultivar de arroz
irrigado pode interferir na FBN das bactérias associadas a
cultura. APP et al. (1986) encontraram diferencas significativas
entre cultivares na fixacdo do N, quando avaliaram o balanco do
N em 83 cultivares de arroz. GUIMARAES et al. (2000) avaliaram
a capacidade de resposta de trés cultivares de arroz irrigado a
inoculagdo com diferentes estirpes de Burkholderia spp. e
encontraram variacdes de 67 a 111% na massa seca produzida
pelas plantulas de arroz avaliadas, em relacdo a testemunha.
Atribuindo-se estas diferengas a especificidade entre estirpes
bacterianas e cultivares utilizadas.

Baldani et al. (2000), utilizando condi¢bes gnotobidticas,
obtiveram aumentos de até 54 % no acimulo de N em plantas de
arroz associado a Herbaspirillum spp. Os resultados obtidos
mostram que dos isolados testados poucos foram os que
propiciaram algum beneficio ao trigo, como também
demonstrado por Baldani et al. (2000) em estudo de selecdo de
Herbaspirillum seropedicae em plantas de arroz. Realmente, um
dos pontos cruciais para selecdo e manejo desses diazotroficos é
a especificidade planta-bactéria, como também constataram
Salomone & Dobereiner (1996).
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Reis et al. (2000) indicaram, como estratégia para
intensificacdo da selecao de bactérias diazotroficas associativas,
0 uso de experimentos em condi¢cdes gnobidticas com varias
bactérias e um genoétipo. Aumentos moderados, em torno de
20%, atribuidos a inoculacdo com diazotréficos enddfiticos,
seriam considerados comercialmente significativos na agricultura
moderna (Bashan & Levanony, 1990).

A inoculagéo de bactérias diazotroficas associativas tem-
se mostrado eficiente em aumentar a atividade da nitrogenase e
propiciar ganhos, principalmente no acumulo de matéria seca,
producdo de graos, concentracdo de N e outras caracteristicas
agrondémicas na maioria dos estudos, mas também sem efeitos
ou com efeitos prejudiciais em outros. Em geral, o efeito da
inoculacdo sobre a producéo situa-se em torno de 10 a 30 % e,
em alguns casos, valores mais elevados de 50 a 250 % tém sido
mencionados (BODDEY & DOBEREINER, 1988).

Em seu estudo Pinto Junior et al. (2012) avaliando a
inoculagdo de Azospirillum brasiliense na cultura do milho,
observou que todos os tratamentos com inoculacdo de bactérias
diazotréficas apresentaram resultados superiores ao da
testemunha (sem inoculagdo e sem adicdo de nitrogénio), e
iguais ao tratamento controle com a maior dose de N (120 Kg ha’
') para matéria seca de caule, folha e total. O tratamento que se
destacou foi com inoculacédo das estirpes Ab-V5 + AbV6 + 60 Kg
ha™ de nitrogénio, com acréscimos em relacdo ao da testemunha
em 103,82% para matéria seca de caule, 65,11% na matéria
seca de folha e 80,36% na matéria seca total. Este incremento
no acumulo de massa seca da planta em resposta a inoculagéo
pode ser associado a producéo de fitohormonios pelas bactérias
como auxinas, giberelinas e citocininas, que estimulam a
formacdo de pelos radiculares e raizes secundarias, resultando
em maior superficie de absorcao de 4gua e nutrientes (RADWAN
et al., 2004).

Também Pinto Junior et al. (2012) encontrou que a
inoculagdo com as estirpes de forma isolada ou em combinacgdo
promoveu incrementos no didmetro de caule, area foliar e altura
de plantas, aumentando em até 20,72; 63,70 e 29,47%,
respectivamente. N&o houve diferengas estatisticas entre os
tratamentos para teor relativo de clorofila e teor de N, P e K nas
folhas de milho.



109

Resultados contrarios foram obtidos por Dobbelaere et al.
(2001), ao trabalharem com bactérias do género Azospirillum.
Estes autores relatam que este maior teor de N nas plantas
inoculadas é resultado tanto da FBN, quanto dos mecanismos de
promocdao do crescimento, que podem incrementar a capacidade
das plantas em absorver este nutriente. O beneficio da
inoculacdo do milho com bactérias diazotréficas depende de
fatores como gendtipo da planta, estirpes selecionadas, inter-
relacdo entre ambos e 0 meio ambiente (SALA et al., 2007).

Na tabela 12 é apresentado o teor de fésforo no gréo e os
efeitos obtidos na andlise estatistica realizada. O fdsforo
acumulado no grdo apresentou diferengas entre os gendtipos
produzidos e entre as doses de nitrogénio adicionadas ao solo. O
genotipos cateto apresentou o maior teor de P, acumulando
0,29%, seguidos do gendtipo Rice Tech com 0,27% e do
genotipo amareldo com 0,24% de P no gréo. Entre as doses de
N adicionadas ao solo o comportamento do acumulo de P no
grao foi semelhante ao comportamento do acumulo de P na folha
bandeira em todos os genétipos avaliados. A média de P
acumulado na dose 0% foi de 0,29%, e na dose 50 e 100% foi de
0,26% de P no gréo, demonstrando comportamento quadratico.

Tabela 12 - Teor de fésforo no grdo de genétipos de arroz de
sequeiro inoculado com inoculante comercial com
bactérias do género Azospirilum sp. — estirpe
Abv5/abv6 em diferentes doses de nitrogénio.

Doses de N (kg ha™)

Genoétipos 0 0 0 Total (%)
Amarelao 0,27 0,24 0,23 0,24 B
Cateto 0,32 0,28 0,29 0,29 A
Rice Tech 0,30 0,26 0,26 0,27 AB
Total (%) 0,29 0,26 0,26

Fonte: Producéo do préprio autor.

Dentre esses mecanismos, destacam-se a producdo de
horménios, que interferem no crescimento das plantas e podem
alterar a morfologia das raizes, possibilitando a exploracdo de
maior volume de solo (BASHAN e HOGUIN, 1997; ZAIED et al.,
2003), 0 aumento do processo da redugdo assimilatoria de nitrato
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disponivel no solo (BODDEY et al., 1986) e a fixacéo biolégica do
N2 (INIGUEZ et al., 2004). Entre esses mecanismos 0 aumento
do sistema radicular, estimulado pela presenca de bactérias,
através da producdo de substancias promotoras do crescimento
radicular, pode resultar em maior absor¢cdo de minerais e de
agua (OKON e LABANDERAGONZALEZ, 1994).
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5.4 CONCLUSOES

1. A inoculagédo com bactérias de Azospirillum, estirpe Abvs/abve
ndo promoveu a fixagdo biolégica de nitrogénio e a promocao de
crescimento nos genétipos de arroz de sequeiro utilizados no
estudo.

2. Com o0 aumento das doses de nitrogénio ao solo foi observado
0 aumento do teor de N na folha bandeira, que € responsavel
pelo desenvolvimento e crescimento dos graos. Ja quando
avaliado o teor de N no grao, nao foi verificado aumento no teor
de N.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A inoculacdo de arroz de sequeiro com isolados de
bactérias diazotréficas endofiticas promove o crescimento de
parte aérea e raiz das plantas, aumentando potencial
fotossintético da planta e o volume de solo explorado pelo
sistema radicular. Desse modo permite maior absor¢éo de agua,
maior acumulo e assimilacao de nutrientes como o nitrogénio e o
fésforo no tecido vegetal, refletindo em maior produtividade da
cultura. Corroborando com trabalhos que mostram que grande
parte do nitrogénio acumulado em graminea é devido a fixacéo
bioldgica de nitrogenio (URQUIAGA et al., 1992; POLIDORO,
2002; OLIVEIRA et al, 2002). Entretanto, sabe-se que
adubacdes com fertilizantes nitrogenados nas gramineas
influenciam na populacdo de microrganismos diazotréficos
endofiticos, principalmente nas raizes (SALA et al., 2005). Fato
este que deve ser levado em consideragdo quando da realizacé@o
da adubacéo de base e de cobertura em gramineas.

O uso da técnica de diluicdo isotépica de N e
abundancia natural de '°N mostrou-se uma importante
ferramenta na avaliacdo da fixagdo biolégica de nitrogénio e da
promocao de crescimento nos genétipos de arroz de sequeiro.
Com seu uso foi possivel identificar e avaliar o potencial de
bactérias diazotréficas endofiticas, isoladas no laboratério de
microbiologia do solo no Centro de Ciéncias Agroveterinérias —
CAV da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC.

Na década de 80, foram verificados, por meio da técnica
de diluicdo isotépica de '°N, que cerca de 20 kg N ha™
acumulados nas plantas dessa graminea eram derivados da FBN
(BODDEY et al.,, 1983). Esta técnica também possibilitou a
confirmacdo de que vérias gramineas de clima tropical se
beneficiam do nitrogénio que é fixado biologicamente (DE-POLLI
et al., 1977), como é o caso do arroz, com contribuicdes da FBN
variando de 6,0% a 29,0% (OLIVEIRA, 1994). Da mesma forma
Dobereiner & Baldani (1995) observaram que estirpes de
Herbaspirillum spp. quando inoculadas em plantas de arroz
cultivadas em solucdo de Hoagland contendo nitrogénio
marcado, contribuiram com aumentos de cerca de 40% no N-
total acumulado nas plantulas. No entanto, em casa de
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vegetacdo, aumentos variando entre 17 e 19% do N incorporado
a planta devido a FBN foram observados com a inoculacao de
estirpes de H. seropedicae e B. brasilensis (BALDANI et al,
2000). Do mesmo modo, em culturas como o trigo, a contribuicdo
da FBN para a nutricdo nitrogenada tem sido bastante variada.
Quando inoculado com Azospirillum spp., a contribuicéo,
quantificada através da aplicacéo da técnica do *°N tem sido em
torno de 7% a 10% (MALIK et al., 2001). Em cana-de-agUcar, o
uso de inoculantes com bactérias diazotroficas pode gerar
incrementos de até nove toneladas por hectare (SHANKARIAH &
HUNSIGI, 2001).

No estudo em condi¢Bes de campo, a cultura do arroz de
sequeiro se mostrou responsiva a inoculagdo de bactérias
diazotréficas endofiticas, como também mostra os resultados de
DALLA SANTA et al. (2004b) em experimentos com milho sob
condi¢des de campo, utilizando Azospirillum sp, estirpes RAM-7
e RAM-5, observaram a reducdo de 40% da necessidade de
fertilizacdo nitrogenada recomendada para a cultura. Do mesmo
modo, Suman et al. (2005), ao avaliar a inoculagdo individual de
estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus associada a
adubac&o mineral nitrogenada na dose 75 kg ha™* de N em cana-
de-acucar, verificaram que a inoculacdo em geral favoreceu o
acumulo de nitrogénio na parte aérea da planta, com
incrementos de 7,32 a 21,97%, em relagdo ao tratamento
controle. Corroborando com Shankariah & Hunsigi (2001)
observaram aumento da produtividade da cana-de-agucar
inoculada com Azospirillum brasiliense e Gluconacetobacter
diazotrophicus de 9 e de 5 t ha™, respectivamente.

Avaliando os resultados ja obtidos em estudos similares,
pode-se dizer que a inoculagdo de arroz de sequeiro, assim
como outras gramineas de interesse econémico € importante ao
se avaliar as questdes sociais e econbmicas do pequeno
produtor rural e as questdes relativas a preservacdo do meio
ambiente. Uma vez que, 0 uso de inoculantes pelos pequenos
produtores torna-se um componente produtivo de suma
importancia, visto que seu uso pode reduzir consideravelmente o
custo produtivo com insumos agricolas, principalmente os
fertilizantes  nitrogenados e fosfatados. Insumos estes
responsaveis diretos pelo nivel de produtividade e os mais
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onerosos em termos de custos para 0s agricultores que
produzem para sua subsisténcia.

Diante desse cenéario, producdo de subsisténcia, a busca
e 0 uso de novas tecnologias, como bactérias com potencial para
fixacdo bioldgica de nitrogénio e promocao de crescimento, gera
aumentos consideraveis na renda, volume de producdo, melhoria
de qualidade de vida no meio rural, além de minimizar os efeitos
negativos do uso excessivo de fertilizantes quimicos sobre o
meio ambiente.

De modo geral a busca de tecnologias renovaveis, ditas
“limpas” para amenizar o impacto ambiental € um dos principais
objetivos de pesquisas amplamente estudadas pela sociedade
cientifica e que apresentam respaldo pela sociedade civil, uma
vez que geram grandes avangos na geracao de tecnologias.



