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RESUMO

FERREIRA, Joilson Silva. Inocula¢ao de Herbaspirillum seropedicae em duas variedades
de arroz irrigado: qualidade do inoculante e necessidade da reinoculagciao. 2008. 69f.

Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de
Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A demanda para a utilizagdo de bactérias diazotroficas como biofertilizante em diferentes
culturas de plantas ndo leguminosas cresceu muito nos ultimos anos, principalmente pelo fato
de que ainda ndo existe no mercado nacional um inoculante disponivel para estas plantas. Os
objetivos deste trabalho foram: avaliar alguns aspectos que influenciam na qualidade de
inoculantes e o efeito da inoculagdo e da reinoculagao de Herbaspirillum seropedicae estirpe
ZAE 94 (BR 11417), aplicada como inoculante na forma turfosa em duas variedades de arroz
irrigado: IR 42 e IAC 4440. A qualidade do inoculante foi avaliada através da sobrevivéncia
da estirpe em inoculantes preparados com diferentes teores de umidade, pH e embalagens
durante o periodo de 180 dias de armazenamento em geladeira, e sua contribui¢do foi avaliada
através dos parametros de produgdo, N-total e proteina total dos graos. O impacto da
inoculacao e reinoculagdo, sobre a comunidade de bactérias presentes no colmo das plantas de
arroz, foi realizada através da técnica de DGGE. A estirpe ZAE 94 foi multiplicada em meio
de cultura por 24 h a 30° C a 100 rpm e a suspensdo celular obtida foi misturada a turfa seca,
moida e com a acidez corrigida para pH 7,0 e teor de umidade de 43 %. O inoculante
produzido foi aplicado nas sementes de arroz, em um experimento em vasos € em dois
experimentos consecutivos em campo em solo Argissolo Vermelho Amarelo, com
delineamento experimental em blocos ao acaso. Os ensaios de qualidade mostraram que a
umidade e tipo de embalagem utilizada foram os pardmetros que mais influenciaram a
sobrevivéncia da estirpe. Os resultados obtidos nos experimentos de inoculagdo e
reinoculagdo mostraram que o tratamento inoculado, com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum
seropedicae, foi estatisticamente igual ao tratamento que recebeu 20 kg . ha! de nitrogénio
mineral, na forma de Sulfato de Amonia, na variedade IR42 e 50 kg . ha! na variedade
IAC4440 para os parametros de produgdo, N-total e proteinas de graos. O ensaio de
reinoculacdo mostrou que a utilizagdo do inoculante a base da estirpe ZAE 94 se faz
necessaria em todos os anos de plantio, ja que os tratamentos inoculados e reinoculados foram
estatisticamente iguais, porém estatisticamente superiores aos tratamentos nao inoculados e ao
que havia recebido inoculacdo somente no ano anterior nas duas cultivares. O uso da técnica
de DGGE na analise da comunidade microbiana das plantas de arroz, em ambos experimentos
de campo, mostrou uma ampla ocorréncia de bandas na mesma altura da espécie
Herbaspirillum seropedicae, mesmo nos tratamentos que niao foram inoculados. Isto indica
que esta bactéria tem grande capacidade de colonizar a planta hospedeira. Este estudo também
mostrou uma grande ocorréncia de bandas diferentes daquelas dos padrdes utilizados, o que
sugere a colonizagdo das plantas de arroz por diferentes espécies de bactérias.

Palavras-chave: Inoculantes, Bactérias diazotroficas endofiticas, FBN, DGGE.



ABSTRACT

FERREIRA, Joilson Silva., Inoculation of the Herbaspirillum seropedicae in two rice
lowland varieties: Inoculant quality and need reinoculation. 2008. 69f. Thesis (Doctor

Sciense in Agronomy, Soil Sciense). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2000.

The demand for the use of diazotrophic bacteria as biofertilizant in differents non leguminous
crops grew a lot in the last years mainly due to the fact that there is no commercial inoculant
available in Brazil. The aim of this work was to evaluate some aspects that can influence the
quality of the inoculant and the contribution of the inoculation and reinoculation of the
Herbaspirillum seropedicae strain ZAE 94 (BR 11417), applied as peat inoculant in two
varieties of lowland rice: IR 42 and IAC 4440. The quality of the inoculant was evaluated
following the survival of the strain used in the inoculant prepared with different moisture
levels, pH and type of package bags storage in refrigerator during the period of 180 days and
your contribuition was evaluated using the parameters yield, N-total and total of proteins
accumulated in the grains. The effect of inoculation and reinoculation, on the community of
the bacteria present in the stem of the rice plants was evaluated using the technique of DGGE.
The strain ZAE 94 was grown in culture medium at 30° C and 100 rpm for 24 h and the
obtained cell suspension was used in the different experiments. The inoculant was prepared
using grounded dry peat, pH adjusted to 7.0 and with 43% of moisture. The produced
inoculant was applied on the seeds of the rice varieties just before planting. One experiment
was carried out in pots and two consecutive experiments in the field, the soil in the area
classified as Udult, in a randomized block design. The data obtained showed that the moisture
and package type were the aspects that had more influence on the survival strain. The results
of the inoculation and reinoculation experiments showed that the inoculated ZAE 94 strain
was statistically similar to the treatment of 20 kg. ha! of ammonium sulfate applied as the
nitrogen source in the variety IR42 and equivalent to 50 kg. ha™ in the variety IAC4440 for
the parameters yield, N-total and proteins of grains. The reinoculation experiments showed
the necessity to reinoculate the strain ZAE 94 in the following planting years, since that the
inoculated and reinoculated treatments were statically similar but significantly superior to the
non inoculated treatment and the treatment was inoculated only in the previous year for both
parameters and rice varieties used. The DGGE technique applied to analyze the bacterial
community present in the rice plants of both experiments showed wide occurrence of bands in
the same height of the Herbaspirillum seropedicae species, even for the treatments that was
not inoculated, suggesting that this bacterium has great capacity of dispersion and colonize
the host plant. This study also showed occurrence of bands of different sizes from the control
patterns, suggesting that rice plant varieties are colonized by different bacterial species.

Key words: Inoculants, Diazotroph Endophytic Bacteria, FBN, DGGE.



1 -INTRODUCAO GERAL

O nitrogénio ¢ um dos elementos minerais mais importantes para a produgdo das
culturas. Embora, presente em abundancia na atmosfera (78%), na forma de N2, este elemento
ndo estd prontamente disponivel para as plantas, uma vez que a ligacdo tripla e covalente
desta molécula ndo pode ser rompida pelas plantas. Entre os processos que podem romper esta
molécula, tornando-a assimilavel pelas plantas, estd o da Fixacdo Biologica de Nitrogénio
(FBN) que ¢ o mais estudado em culturas de plantas leguminosas (HUNGRIA et al., 2000). A
eficiéncia do processo da FBN em plantas de leguminosas ¢ facilmente visualizada na cultura
da soja no Brasil, onde atualmente ndo se aplica N de fertilizantes minerais, € mesmo assim o
Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial desta leguminosa (FAO, 2004).

Em plantas nao leguminosas, o processo da FBN nao ¢ tdo eficiente quanto na cultura
da soja. Contudo, vérias bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico, como os géneros
Herbaspirillum, Burkholderia e Azospirillum, tém sido isoladas de plantas como arroz, trigo,
milho e sorgo em varios experimentos (BALDANI, 1984, 1996; OLIVEIRA, 1992;
RODRIGUES, 2003). Os resultados de inoculacdo destas bactérias ainda nao sdo muito
consistentes, embora, efeitos significativos na producdo de graos e N-total da planta tenham
sido relatados (BALDANI, 1984, 1996).

De uma maneira geral, 60-70% dos experimentos citados por OKON &
LABANDERA-GONZALEZ (1994) obtiveram sucesso, sendo que somente 5-30% deles
apresentaram respostas estatisticamente significativas a inoculag¢do de bactérias diazotréficas.
Um balango dos resultados de experimentos de inoculagdo com Azospirillum mostra uma
grande variabilidade nos efeitos sobre culturas como o trigo, arroz, milho e sorgo, onde a
média de incremento na producdo de graos estd em torno de 20 a 30% (BALDANI et al.,
1999; FERREIRA et al., 2003; GUIMARAES et al., 2007).

A inconsisténcia destes resultados pode ser atribuida a baixa sobrevivéncia das
bactérias diazotroficas endofiticas em solo. Por isso, torna-se importante o estudo da
reinoculacdo destas bactérias, buscando maximizar a contribuicdo desta associacdo para a
cultura do arroz.

Estudos usando a técnica de diluicdo isotdpica com N mostraram, em condigdes
gnotobidticas, efeitos positivos da inoculacdo das estirpes diazotroficas endofiticas
selecionadas de Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia sp. Essas estirpes contribuiram
com 54 e 27%, respectivamente do N-total acumulado nas plantas de arroz da variedade
Guarani (BALDANI et al, 2000). Contudo, ainda nao foi desenvolvido um inoculante para o
arroz, e os estudos nesse sentido devem avancar, para que seja obtido um inoculante capaz de
suprir grande parte das necessidades de nitrogénio deste cereal.

De modo geral a inoculagdo de bactérias diazotrdficas na cultura do arroz, bem como
em plantas da familia Poaceae (gramineas), pode substituir a aplicagdo em média de 40 kg de
N . ha!, dependendo da variedade de arroz utilizada (BALDANI et al., 2000; FERREIRA et
al., 2003). Essa contribui¢do da inoculacdo ¢ facilmente quantificada numericamente.
Entretanto, outros impactos ambientais, como diminui¢do da contaminagdo dos lengodis
fredticos resultante da minimizagdo do uso de N de fertilizantes minerais, s3o mais dificeis de
serem quantificados matematicamente.

Apesar destes resultados promissores, ¢ do Brasil ser um pais referéncia em FBN em
plantas leguminosas e ndo leguminosas, tendo aparatos tecnologicos e mao-de-obra
qualificada, ainda ndo existe no mercado um inoculante comercial para gramineas. O desuso
desta tecnologia, em culturas como arroz, milho, trigo e cana-de-actcar, coloca o Brasil em



posicdo de desvantagem em relacdo a paises como Argentina e México, onde ja existem
empresas especializadas na producao desta tecnologia, além de gerar perdas a economia
brasileira.

Adicionalmente, ainda ndo existem estudos sobre o efeito da inoculagao destes
microrganismos sobre a diversidade de bactérias presentes nas plantas, j4 que o aumento da
populagdo de um determinado microrganismo pode afetar a populacao e a funcionalidade dos
demais dentro da planta hospedeira.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: -Avaliar a contribuicao da
inoculacdo e reinoculagdo da bactéria diazotrdfica selecionada para as varidveis, producao,
N%, N-total e teor de proteina dos grdos, nas variedades de arroz IR42 e [AC4440 em
condi¢des de campo, em dois ciclos consecutivos; -Verificar como os fatores, pH, umidade e
tipo de embalagem podem afetar diretamente a sobrevivéncia da bactéria diazotréfica
utilizada no preparo dos inoculantes. Avaliar o efeito da sua inoculagdo da bactéria
diazotrofica utilizada sobre a comunidade de bactérias presentes no colmo das plantas de
arroz, utilizando a técnica de DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante).



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A Cultura do Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma cultura anual, monocotiledonea pertencente a familia
Poaceae (MOREIRA & KLUGE, 1999), com distribui¢ao entre as latitudes de 45° Norte a
40° Sul e desde o nivel do mar até 3000 metros de altitude (PINZAN, 1986).

O Brasil ocupa atualmente o 9° lugar, com 3% da produg¢do mundial, e producdo
média anual de 3,4 ton/ha (IBGE, 2007). O estado do Rio Grande do Sul ¢ o maior produtor
nacional. O sistema de cultivo predominante no Rio Grande do Sul ¢ o de irrigacdo por
inundacdo com uma area plantada de 990 mil hectares (IBGE, 2007). Nos estados de Mato
Grosso e Maranhao, o sistema de cultivo € o de sequeiro com area plantada de 494 mil e 372
mil hectares, respectivamente (IBGE, 2007). Este sistema ¢ influenciado pela disponibilidade
de agua, através da chuva, o cultivo ¢ feito no periodo de verdo, entre os meses de outubro e
abril (GUIMARAES & SANT’ANA, 1999).

Nos ultimos 25 anos, a lavoura de arroz tornou-se altamente dependente dos
fertilizantes quimicos, aumentando assim os custos de producao. A sele¢dao de variedades de
arroz mais eficiente na FBN, adaptadas a condi¢do de inundacdo e de sequeiro, ¢ uma
estratégia interessante e deve ser considerada para a sustentabilidade desta cultura
(OLIVEIRA, 1994).

2.2 - A Importincia do Nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais abundante nas plantas como constituinte
essencial de aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormonios e
clorofila, entre outras moléculas. No solo o nitrogénio disponivel para as plantas pode estar na
forma de nitrato, amonia, aminoacidos, peptidios e purinas, sendo encontrados
transportadores de membranas para todas estas formas (WILLIANS & MILLER, 2001).

Embora presente na atmosfera em aproximadamente 78% da constitui¢do gasosa, ¢
encontrado na forma molecular (N2), que ndo ¢ absorvivel pelas plantas, j4 que a maioria das
plantas obtém o nitrogénio do solo sob a forma de ion nitrato (NO3") e amonio (NH4")
(FERNADES & SOUZA, 20006).

A forma mais comumente absorvida ¢ a de nitrato, j4 que o nitrogénio amoniacal
liberado pela decomposicdo da matéria organica do solo ¢ rapidamente convertido a nitrato
por bactérias quimiossintetizantes. Sendo que sob condi¢des de pH muito 4cido, altas
concentragdes de fenodis ou anoxia, a amonia nao ¢ oxidada e pode ficar acumulado no solo e
algumas plantas a absorverem nesta forma.

Os atomos de nitrogénio presentes na molécula de N2 encontram-se unidos de uma
maneira muito estavel. Por esse motivo, para que o N2 possa ser convertido a uma forma
assimilavel € necessario o fornecimento de temperatura e pressdo muito elevadas (fixa¢ao
industrial), processo esse que consome muita energia e encarece o pre¢o do adubo
nitrogenado. Assim, a presenca de um sistema enzimdtico apropriado (fixagdo biologica)
realiza a conversao de uma forma mais economica.

A fixacdo industrial do N2, chamada de processo de Haber-Bosch, utiliza temperaturas
em torno de 200 °C e pressdes em torno de 200 atm, sendo dispendiosa do ponto de vista
energético (TAIZ & ZEIGER, 2004).



No processo de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), organismos procariotos sao
capazes de assimilar o N2 atmosférico e converté-lo a forma assimilavel (NH3). A FBN ocorre
gracas a enzima nitrogenase, o que do ponto de vista energético ¢ dispendioso para o
organismo que a realiza, sendo que a reacdo pode ocorrer a temperatura ambiente e pressao
atmosférica adequada. (REIS et al., 2006).

N2+ 16 ATP + 8 ¢ + 8H* --->2 NH;3 + H, + 16 ADP + 16 Pi.
(onde e- simboliza elétron e Pi simboliza o fosfato inorganico).

O processo industrial converte cerca de 80 X 10'? g.ano™! de nitrogénio molecular em
amonia, enquanto, que a fixagdo por processos naturais converte cerca de 190 X 10'* g.ano™.
Deste total fixado por processos naturais, os relampagos sao responsaveis por cerca de 8%, as
reacdes fotoquimicas, entre 6xido nitrico gasoso (NO) e o ozonio (O3), produzindo o acido
nitrico (HNOs3), por cerca de 2% e a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por bactérias ou
algas azuis responsaveis por aproximadamente 90%, dai a importancia em se estudar a FBN
em plantas fixadoras e ndo fixadoras.

2.3 - Organismos Fixadores de Nitrogénio

Organismos procariontes, que possuem a enzima nitrogenase, sao capazes de fixar o
N2 através de um processo denominado fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Esses
organismos podem ser de vida livre (Tabela 1) ou viver em associagdes. Dentre as bactérias
autotroficas ¢ heterotroficas, destacam-se as cianobactérias (Gloeothece, Oscillatoria,
Plectonema, Anabaena, Nostoc), que realizam a fotossintese de maneira semelhante aos
vegetais superiores, havendo a liberagdo de Oz, ¢ a Klebsiella pneumoniae, na qual foram
identificados e estudados os primeiros genes nif.

Tabela 1: Exemplos de organismos de vida livre fixadores de nitrogénio.

Bactérias Autotroéficas

- Thiobacillus ferrooxidans
- Rhodospirillum rubrum

- Gloeothece, Oscillatoria, Plectonema, Anabaena, Nostoc

Bactérias Heterotroficas

- Clostridium pasteurianum
- Klebsiella pneumoniae
- Azotobacter vinelandii

Fonte: adaptado de SMITH & GALLON (1993).

Ja para as bactérias que formam associagdes com leguminosas, como os géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium, a estimativa da FBN esta em torno de 100 % do N requerido
pela planta. Para as bactérias associadas as gramineas, como os géneros Herbaspirillum e
Burkholderia, a resposta a FBN esta em torno de 30 % do N requerido pela cultura
dependendo das variedades utilizadas (FERREIRA et al., 2003).

2.4 - A Fixacio Biologica de N2 em Gramineas
O crescente interesse no estudo da FBN na agricultura, visa minimizar o uso de
fertilizantes minerais nitrogenados na producao agricola. A utilizagcdo de adubos nitrogenados

esté ligada a grandes desvantagens, sendo as principais delas o alto custo dos adubos, uma vez
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que para se produzir industrialmente um quilograma de fertilizante nitrogenado, se gasta seis
vezes mais energia que aquela necessaria para produzir um quilograma de fosforo ou de
potéssio (DA SILVA et al., 1978), e problemas ambientais, como a contaminag¢do do lengol
freatico por excesso na aplicagdo de N na forma de nitrato, principalmente para paises em
desenvolvimento, onde a agricultura econdmica requer minimiza¢do dos investimentos para
permanecer economicamente viavel.

Diversas gramineas de interesse econdmico, como milho, arroz e trigo, podem estar
associadas com bactérias do género Azospirillum, Burhholderia ¢ Herbaspirillum. Outro
exemplo importante seria a associagdo de bactérias do género Gluconacetobacter com cana-
de-acucar. Nesta associagdo nao ocorre a formagdo de uma estrutura especializada para a
fixagdo do nitrogénio (nddulos) e as bactérias podem invadir ou ndo o tecido da planta através
de ferimentos na epiderme, pontos de emissao de raizes secundarias e estomatos, 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 NH4" para a planta.

Esta associacdo ndo ¢ tdo eficiente quanto a simbiose leguminosas-rizobio e o
mecanismo de liberagdo NH4" da bactéria para a planta, ainda ndo esta elucidado, ja que ndo
se sabe se a bactéria libera o N2 fixado ou se este € liberado apds a morte e lise da célula
bacteriana. Além do que, devido a auséncia de estruturas especializadas e a ampla distribuicao
em diferentes partes da planta, ¢ dificil precisar o nicho da fixacdao. Devido a sensibilidade da
enzima nitrogenase ao oxigénio, o possivel nicho deve apresentar uma baixa concentracdo de
Oz.

Estas bactérias diazotroficas e endofiticas apresentam grande potencial para utilizagao
na agricultura dado a habilidade de colonizar o interior das plantas e de se localizar em nichos
protegidos do oxigénio, e assim, o potencial da enzima nitrogenase, para fixar nitrogénio pode
ser mantido no nivel maximo (BALDANI & DOBEREINER, 1995). Muitas espécies de
bactérias fixadoras de nitrogénio sdo conhecidas e tém sido isoladas de plantas cultivadas,
como por exemplo arroz, milho, cana-de-agtcar e sorgo ( REIS et al. 1994; OLIVARES et al.
1996; REIS JR. et al. 2000).

No caso de arroz, diversas bactérias foram isoladas em associa¢ao com a planta, como
por exemplo os géneros Burkholderia, Herbaspirillum, Azospirillum e Pseudomonas e
recentemente o género Sphingomonas (BALDANI, 1984 e 1996, SAMPAIO, 2004). Dentre
as espécies representativas destes géneros podemos citar a B. brasilensis, isolada de cana-de-
acucar, batata doce, mandioca ¢ principalmente arroz (BALDANI, 1996), H. seropedicae
isolada de arroz, milho, trigo e sorgo (BALDANI et al., 1986) e¢ a espécie A. brasilense
isolada de milho, trigo, arroz e sorgo (BALDANI, 1984, BALDANI et al., 1997).

Efeitos positivos da inoculacdo destas bactérias diazotréficas tém sido observados por
diversos autores. Em experimentos de inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae em solo
ndo estéril, conduzido em condi¢des de casa de vegetacdo, observou-se que este endoéfito pode
ser introduzido no interior da planta de arroz e sorgo, pela aplicacdo do inoculante nas
sementes antes da germinacdo (OLIVARES et al., 1993). Estudos de microscopia otica e
eletronica t€ém mostrado que os endofitos, H. seropedicae e “B. brasilensis” sdo capazes de
infectar e colonizar o tecido de plantas de arroz (BALDANI, 1996).

O potencial de utilizacao dessas bactérias ¢ grande, ja que experimentos de inoculacao,
conduzidos em casa de vegetacao, com estirpes de Herbaspirillum seropedicae mostraram que
17 a 19% do N acumulado foi derivado da FBN enquanto que este aumento foi de 11 a 20%
com “Burkholderia brasilensis” (BALDANI, et al., 2000). No campo, dependendo da
variedade de arroz utilizada, o incremento na producdo de graos pode chegar a 62%, quando
inoculada com uma estirpe selecionada (GUIMARAES et al., 1998).



A inoculagdo da variedade de arroz IR42, crescidas no campo, com as estirpes de
Herbaspirillum seropedicae (ZAE 94) e Burkholderia brasilensis (BR11430) promoveu
aumentos na producdo de graos de 38% e 16%, respectivamente em relagdo ao controle nao
inoculado (FERREIRA et al.,, 2003). Estas mesmas estirpes também proporcionaram
aumentos de até¢ 18% na producgdo de graos da variedade IAC4440 em relacdo ao controle ndo
inoculado.

Estudos de inoculagdo em trigo com a estirpe JAO4 de A. brasilense acrescido da
adubagdo com 15 kg N.ha! demonstraram um aumento no N-total e producio de grios,
resultados estes, similares ao tratamento que recebeu 60 kg N.ha! (DIDONET et al., 1996).

A inoculagdo com as estirpes Sp 245 (A. brasilense) e Sp 59b (A. lipoferum) promoveu
aumento no crescimento da parte aérea, raiz e ramificacdes radiculares de plantas de arroz
(linhagens promissoras de terras altas) em condi¢des de laboratorio. As maiores respostas,
tanto no comprimento da parte aérea, quanto da raiz, foram obtidas quando se utilizou
Azospirillum brasilense Sp245 como inoculante (DIDONET et al., 2003).

Experimentos conduzidos em casa de vegetagdo com trigo, cevada e aveia, inoculados
com Azospirillum sp. estirpe RAM-7, mostraram que a inoculagdo aumentou a produtividade,
porém, estas respostas variam entre as culturas avaliadas. Para o trigo, os aumentos
significativos foram obtidos quando a inoculagdo foi associada a 100% do nitrogénio
recomendado, ja no tratamento que recebeu somente inoculagdo este aumento foi de 7,4%,
embora ndo significativo. Na cevada, a presenca do inoculante foi capaz de suprir 20% da
adubacao recomendada de nitrogénio. Para a aveia, a inoculagdo com Azospirillum sp. RAM-
7 ndo proporcionou aumento significativo na produtividade. Em relagdo ao teor de nitrogénio
total dos graos, para as trés culturas, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos avaliados (DALLA SANTA et al., 2004a).

Em ensaios de inoculacdo de sementes de café (Coffea ardbica), cv. Catuai vermelho
IAC 144, observou-se que as mudas inoculadas com A.brasilense, estirpe Cd, apresentavam
valores significativamente maiores de altura, peso de matéria seca de folhas, de caule + ramos
e de raizes, quando comparadas as mudas nao inoculadas (RICCI et al., 2003).

J& na cultura do milho, experimentos com o inoculante “Graminante” a base de
Azospirillum spp., os tratamentos com inoculagdo e aplicagdo de adubagdo nitrogenada
obtiveram produgido de 6404 kg ha!, no tratamento sem inoculagdo, a produgdo foi de 5500
kgha! (CAVALLET et al., 2000). Estes autores concluiram que dependendo da
disponibilidade de nitrogénio a inoculagdo das sementes aumentou a producao em 30%.

Resultados semelhantess foram encontrados por DALLA SANTA et al. (2004b) em
experimentos de inoculagdo em milho em condi¢cdes de campo, por dois anos consecutivos,
com Azospirillum sp estirpes RAM-7 ¢ RAM-5. Esses autores observaram que com o uso
dessas estirpes foi capaz de reduzir em 40% a quantidade de fertilizacdo nitrogenada
recomendada em cada experimento.

Apesar destes efeitos positivos relatados e do Brasil ser um pais referéncia em FBN
em plantas leguminosas e ndo leguminosas, além de ter aparatos tecnoldgicos e mao-de-obra
qualificada, ainda ndo existe no mercado um inoculante comercial para gramineas.

2.5 - Reinoculacio de Bactérias Diazotroéficas

No Brasil sdo poucos os resultados sobre o efeito da reinoculacdo de diversas culturas.
Por exemplo, mesmo no caso da soja, os efeitos da reinoculagdo ainda sdo bastante
controversos.

No caso da soja, sobre condicdes de uma populagdo nativa muito eficiente, foram
observadas respostas a reinoculacao em solos do cerrado (VARGAS et al.,1992). No estado do



Parana foram verificados incrementos de 10 % na produtividade, além de que a manutencao
dos teores de N no solo beneficiaram a nutricdo da cultura seguinte (NISHI et al., 1996).

Incrementos significativos na producao de graos foram observados na cultura de feijao,
em solos do cerrado, no segundo ano de cultivo, utilizando sementes reinoculadas (HUNGRIA
et al., 2000). Entretanto, Campos (1999), trabalhando com soja em plantio direto, observou
que nao houve efeito da reinoculagao nos experimentos conduzidos cinco anos apds a primeira
inoculacdo. Segundo o autor, a falta de reposta a reinoculacdo deve-se ao estabelecimento da
populagdo de rizoébio no solo. Resultados semelhantes foram encontrados por CAMPOS &
GNATTA (2006) trabalhando com a reinoculacdo de diferentes formula¢des de inoculantes
comerciais em soja cultivada por plantio direto de 8 a 12 anos. Estes autores também nao
observaram respostas a reinoculagdo em trés safras consecutivas nos pardmetros estudados

Resultados obtidos nos Estados Unidos demonstraram que populagdes de rizobio com
20 a 50 células/g de solo eliminam a resposta a inoculagdo, desde que essas bactérias sejam
eficientes (THIES et al., 1991), nessas condi¢des, mesmo quando inoculantes eficientes sdao
utilizados, muitas vezes ¢ dificil detectar resposta a inoculagao.

Deste modo, ¢ importante a avaliacdo do efeito da reinoculacdo de bactérias
diazotroficas que se mostraram eficientes em promover a FBN em culturas como o arroz, além
de que a RELARE (Rede de Laboratorios para a Recomendagao de Estirpes) determina no de
recomendacao de estirpes a serem utilizadas em inoculantes comerciais, que as mesmas sejam
testadas em ciclos consecutivos da cultura.

2.6 - Producio e Preparo de Inoculantes

O inoculante ¢ o conjunto formado por um veiculo de inoculagdo contendo um ou
mais microrganismos. Este veiculo deve ser capaz de manter um maior nimero de células
vidveis por um determinado tempo de armazenamento (lei n.° 86955 de 18 de fevereiro de
1982), além de facilitar a colonizagdo das plantas apds a inoculagdo das sementes. Além disto,
devem desempenhar as fungdes previstas como por exemplo, fixar nitrogénio atmosférico ou
atuar como bactérias promotoras de crescimento.

Os inoculantes mais comuns no mercado sdo: inoculante liquido que utiliza como
veiculo de inoculagdo os meios liquidos que contenham um grande numero de células, que
possam sobreviver por um longo periodo, regule a pressao osmdtica e proteja a integridade da
membrana celular (RONCHI & BALATTI, 1996); e o inoculante turfoso: que utiliza como
veiculo de inoculacdo a turfa em p6 ou granulada, sendo mais comum a turfa em po, que
apresenta um alto teor de matéria organica, podendo preservar um elevado niamero de células
por um longo periodo.

A Argentina langou um produto denominado Graminante™, produzido pela Empresa
Laboratorios Alquimia S.A., a base de p6 de carbonato de calcio, contendo uma mistura de
estirpes de Azospirillum spp., para ser utilizado principalmente na cultura do milho. Os
fabricantes asseguram que este produto pode aumentar a producdo de graos em cerca de 20%.
Entretanto, nenhum desses inoculantes introduzidos no mercado mundial apresentaram
comprovada eficiéncia quando testados no Brasil. (CAMPOS et al., 1999 e 2000)

Outros inoculantes comerciais contendo A. brasilense também foram langados no
mercado mundial. No Estados Unidos foi desenvolvido um produto com o nome de Azo-
Green™. Na Italia, Alemanha e Bélgica foi desenvolvido um produto contendo uma mistura
de A. brasilense (estirpe Cd) ¢ A. lipoferum (estirpe Br17), o nome comercial do produto ¢é
Zea-Nit™. Na Franca foi lancado outro produto a base de Azospirillum contendo a estirpe
CRT1; este produto utilizado em experimento com milho, no nordeste de Togo, na Africa,
promoveu o aumento de 100% na produgdo de griaos (FAGES & MULARD, 1988). No
México foi desenvolvido um fertilizante para milho denominado “Fertilizante para Milho”,



que tem sido usado com sucesso visto a sua aplicacdo em 5.000 ha no ano de 1993 (OKON &
LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

A qualidade do inoculante estd condicionada ao tipo de veiculo, umidade, aeracdo e
pelas condi¢des ambientais a que este é submetido até a sua utilizagio (ARAUJO, 1993). As
condi¢des ambientais influenciam diretamente a sobrevivéncia do microrganismo usado, o
que pode ser explicado pelas variagdes observadas no numero de bactérias. A precipitacdo
pluviométrica ¢ um desses fatores que interferem na populagdo, pois em épocas de baixa
precipitacdo o numero de bactérias encontradas foi menor que em condigdo de alta
precipitacdo (REIS JR et al., 2000).

A qualidade do inoculante também pode ser avaliada através da determinagdao do
numero de células viaveis e pelo teor de elementos toxicos como por exemplo cloro e sddio,
presentes nos veiculos turfosos utilizados.

No Brasil, por lei regulamentada, n.° 86955 de 18 de fevereiro de 1982, foi
oficializado o controle de qualidade dos inoculantes comerciais, indicando especificacoes,
garantias e tolerancias para os inoculantes produzidos. Para os inoculantes que contenham
microrganismos fixadores de nitrogénio, estes deverdo apresentar concentracdo minima de
107/10% células vidveis por grama do produto no momento do uso, entretanto, a RELARE
(2004), alterou este niimero para 10° células por grama do produto. Além disso, o veiculo
utilizado para producdo do inoculante pode também afetar a sobrevivéncia das bactérias
diazotroficas apos a inoculagdo das sementes (KREMER & PETERSON, 1982).

Estudos de sobrevivéncia de estirpes ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae ¢ M130
de Burkholderia brasilensis inoculadas em turfa nacional e armazenadas em geladeira
apresentaram uma populagido em torno de 10® células . g de inoculante em até 110 dias de
armazenamento (FERREIRA et al., 2003).

No Brasil, o uso desses biofertilizantes teve inicio na década de 50 e somente no ano
de 1956 se instalou no pais a primeira industria brasileira de inoculantes. A produgdo
brasileira de biofertilizantes é de cerca de 20 milhdes de doses/ano, entre os inoculantes do
tipo liquido e turfoso. Apesar desta producdo € necessaria a importacao de mais 13 milhdes de
doses para atender a demanda interna, o que torna o Brasil um mercado interessante para as
multinacionais do ramo. Do total de doses de inoculantes produzidos para atender a demanda
brasileira cerca de 98,83 % sdo consumidas na cultura da soja e 1,12% no feijao
(http://www.agrolink.com.br/noticias/Noticialista.aspx).

Embora o pais seja referéncia mundial em fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em
plantas nao leguminosas como por exemplo o arroz, trigo, milho e cana-de-agtcar e ser o
responsavel pela identificacdo de diversas bactérias diazotroficas dos géneros Herbaspirillum,
Azospirillum, Glucanacetobacter, Burkholderia, ainda nido existe no mercado nacional um
biofertilizante comercial destinado a estas culturas em contraste aos paises como Argentina,
México e EUA que ja comercializam produtos com essas bactérias.

Uma das razdes pela inexisténcia de produto no mercado brasileiro deve-se a baixa
reproducibilidade na resposta das plantas a inoculacdo em contraste ao observado para a
cultura da soja. Entretanto, destaca-se lembrar que diversos autores observaram uma
economia de até 50 kg de N. ha™!, em algumas plantas nio leguminosas (BALDANI et al.,
2000; FERREIRA et al., 2003; FERREIRA, 2004; GUIMARAES et al., 2007). Se
considerarmos a area plantada com as quatro culturas citadas acima (arroz, trigo, milho e
cana-de-agucar), pode-se projetar que a diminuicdo com a aplicacdo de N no Brasil seria em
torno de bilhdes de reais ao ano. Além de beneficios indiretos como a geragao de empregos na
indtstria de inoculantes e na agricultura, ainda ter-se-ia os beneficios diretos ao meio
ambiente. Portanto, o uso de bactérias diazotroficas como biofertilizantes ¢ uma estratégia
viavel e deve ser adotada tanto em culturas de plantas leguminosas como em nao
leguminosas.



2.7 - Fatores que Afetam a Sobrevivéncia de Microrganismos Diazotréficos

Diversos fatores podem afetar a sobrevivéncia e o efeito dessas bactérias sobre as
plantas apds a inoculacdao das sementes e plantio. Dentre esses fatores pode-se citar o veiculo
de inoculagdo, que estd diretamente relacionado a manutencdo da umidade e o pH (RELARE,
2004).

A producdo em larga escala de inoculantes geralmente se baseia em duas etapas: o
crescimento de microrganismo em cultura liquida e o seu uso para impregnagdo da turfa. A
cultura ¢ multiplicada em grande quantidade de meio liquido que contenha um alto niumero de
células/ml. O sucesso deste método depende da adicdo de um nUmero suficiente de
microrganismos para estabelecer uma grande populagao inicial e uso de turfas e condi¢des de
armazenamento que permita a multiplicacdo, € mantenha a viabilidade. Outro fator
constitutivo de sucesso do método depende da esterilizacdo e da exclusdo subseqiiente de
contaminantes.

Dentre os principais fatores que afetam a sobrevivéncia da bactéria na turfa, estdo a
temperatura de armazenamento, entre 4° e 26° C, que afeta a taxa de crescimento mas nao a
sobrevivéncia do microrganismo, principalmente do rizébio, desde que a umidade ndo seja
limitante (ROUGHLEY, 1968).

Teores de umidade entre 30% e 40% restringiram o nimero de células das estirpes de
rizobio SU47 e CB756, e valores de 30% de umidade restringiram o niimero de células da
estirpe de rizébio TA1 apds uma semana. Teores de umidade de até¢ 60% favoreceram a
sobrevivéncia das estirpes SU47, CB756 e TAI até 12 semanas (ROUGHLEY, 1968).

Pode ocorrer perda de 4gua no inoculante, devido & permeabilidade dos sacos de
polietileno usados como embalagem. FENG et al., 2002 observaram que o teor de umidade da
turfa decresceu de 52%, na fase inicial, para 49% apds 85 dias a 30° C, o que foi atribuida as
trocas gasosas dos sacos de polietileno usados como embalagem. Os sacos de polietileno
usados devem ser capazes de permitir a troca de gases e reter umidade satisfatoria para a
sobrevivéncia dos microrganismos. FENG et al., 2002 em trabalho com rizdbio verificaram
que a limitacdo de nutrientes e a baixa concentracdo de O na turfa, sdo alguns dos fatores
responsaveis na indu¢ao de mudanga na morfologia destas bactérias.

Elementos como Na® e CI' podem afetar a sobrevivéncia de rizobios na turfa,
dependendo da concentragdao e da fonte do elemento. Estudos feitos com a interagdao desses
elementos com culturas de Rhizobium trifolli estirpe TA1, e Rhizobium meliloti estirpe SU47
mostraram que, quando o sodio foi adicionado na forma de Na: HPOs, a taxa de crescimento
do rizobio foi afetada em cultura rica. Entretanto, esse crescimento, na turfa, com a mesma
fonte, ndo foi afetado. Ja a adigdo de CaCl2.H20 foi mais toxica que a de NaCl na turfa e em
meio de cultura rico (STEIBORN et al., 1975).

2.8 — Importancia da Técnica de DGGE no Estudo da Diversidade de Bactérias
Diazotroficas

Bactérias diazotrdficas t€ém a habilidade de colonizar o espaco inter celular das plantas
de arroz, acessando o seu interior através de fissuras provocadas pela emissdao de raizes
laterais, injurias mecénicas e por estomatos (SILVA, 2001).

A contribui¢ao destas bactérias nao estd limitada a FBN, ja que trabalhos na literatura
demonstram a capacidade de producdo de hormdnios vegetais, como auxinas, citocininas e
giberelinas (MELO, 1998), além de contribuir para a defesa fisica da planta contra agentes
patogénicos, ocupando espagos dentro da planta que poderiam vir a ser nichos para estes
patogenos vegetais.



Embora diversas bactérias diazotroficas tenham sido isoladas de arroz, milho, cana de
acucar e sorgo (como os géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia,
Gluconacetobacter e Sphingomonas), as técnicas de cultivo em meio de cultura,
tradicionalmente utilizadas, no isolamento destas bactérias ndo sdo eficientes, ja que apenas
10 % da populacdo total destas bactérias pode ser cultivada (COWAN, 2000). Isto significa,
que um grande numero de bactérias, com grande potencial de utilizagdo na agricultura, pode
ainda ndo ter sido isolada. Além disso, algumas estirpes poderiam se encontrar em estado nao
cultivavel no ambiente sendo entdo excluidas das analises (ROSADO, 2000).

O uso de técnicas de biologia molecular, baseadas no uso da regido 16S RNA, para o
isolamento e a caracterizacdo da diversidade de bactérias diazotroficas tem permitido um
grande avango nesta aérea. KUKLINSKY-SOBRAL et al. (2005) trabalhando com a
diversidade de bactérias, através da técnica de DGGE e cultivo em meio de cultura, presentes
no interior de tecidos de plantas de soja, cultivadas com e sem a aplicagdo de glifosato,
verificaram diferencas nos géneros isolados pelas duas técnicas. O que pode ser explicado em
funcdo das fontes de nutrientes utilizados pelo meio de cultura, e pelo fato de que na técnica
de DGGE pode-se utilizar o DNA total extraido diretamente das plantas, ndo beneficiando
grupos especificos de microrganismos.

Através do uso da técnica de DGGE ¢ possivel analisar a diversidade de grupos
funcionais, ou seja, de organismos que estdo envolvidos em determinados processos, como
por exemplo, microrganismos fixadores de nitrogénio. Para isso € necessario o uso de
iniciadores baseados em genes responsaveis pelo processo de FBN.

O DGGE ¢ uma técnica de eletroforese que utiliza géis de poliacrilamida com
gradiente desnaturante. O uso de gradientes desnaturantes permite a separagdo de fragmentos
de DNA de mesmo tamanho, mas com seqiiéncias de bases nucleotidicas diferentes.
Entretanto, na utilizagdo desta técnica ¢ necessario o uso de iniciadores que possuam uma
seqliéncia de nucleotideos rica em G+C (grampo G-C), cujo objetivo ¢ impedir a desnaturagao
total da dupla fita do DNA na eletroforese (MUYZER et al.,, 1993). Os fragmentos
amplificados separam-se de acordo com a sua composi¢ao nucleotidica durante a eletroforese,
portanto, as duplas fitas de DNA que contenham mais GC exigem uma concentragdo de
desnaturante maior para que ocorra a sua desnaturagdo. Apds a desnaturagdo total a
velocidade de migracdo do DNA no gel ¢ extremamente reduzida e ocorre a separagdo dos
outros fragmentos que apresentam composicdo nucleotidica diferente (MUYZER &
SMALLA 1998).

A vantagem da técnica de DGGE estd no fato de normalmente serem utilizados os
genes ribossomais (16S em bactérias e 18S para fungos) como DNA alvo, para os quais
existem amplos bancos de dados disponiveis, o que possibilita a andlise de homologia dos
fragmentos isolados (MUYZER & SMALLA 1998). Além do uso destes inicadores, pode-se
utilizar iniciadores especificos, com o gene nif H, capazes de caracterizar um determinado
género ou grupo microbiano. O uso desses iniciadores permite que microrganismos com
populagdes reduzidas possam ser avaliados com maior sensibilidade em relagdo a populacao
microbiana total. As principais desvantagens sdo a demandada para a otimizagdo das
condigdes do gradiente no gel, o uso de fragmentos de apenas 500 pb que limita as
informagdes da seqiiéncia, além da necessidade de utilizagao do grampo de GC (RANJARD
et al., 2000).

Esta técnica tem sido utilizada em diferentes estudos de diversidade microbiana como,
por exemplo, efeito dos herbicidas sobre a biomassa microbiana do solo (ZILLI, 2004),
impacto de metais pesados sobre a diversidade de rizobactérias (DELL’ AMICO et al., 2005),
efeito de praticas agricolas sobre a comunidade microbiana do solo (WAKELIN et al., 2007),
efeito de pesticidas (EL FANTROUSSI et al., 1999), residuos de petréleo (DUARTE et al.,
2001), e o cultivo de plantas geneticamente modificadas (HEUER et al., 2002).
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A demanda para a utilizagdo de bactérias diazotroficas, em diferentes culturas nao
leguminosas, cresceu muito nos ultimos anos, ¢ desse modo, o conhecimento de bactérias
diazotroficas eficientes e capazes de colonizar culturas de importdncia econdmica, como o
arroz, que ¢ altamente dependente de nitrogénio de fertilizantes minerais, ¢ um grande desafio
para a sustentabilidade dessas culturas.

O uso de técnicas de biologia molecular no estudo da diversidade de bactérias
diazotroficas ¢ importante para caracterizar e identificar géneros, espécies ou até mesmo
estirpes que tenham potencial de utilizagdo na agricultura, para o suprimento de nitrogénio,
produgdo de hormonios e supressdao de patdégenos, além de dar uma contribui¢do importante
do efeito da inoculacao sobre a comunidade de bactérias presentes nas plantas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- Métodos Gerais Utilizados nos Experimentos

3.1.1- Caracterizacdo do material murfoso utilizado e condi¢cées de multiplicacio da
bactéria.

A analise quimica do veiculo turfoso utilizado mostrou que o substrato apresenta as
seguintes caracteristicas: pH em H20 de 3,4, teor de Al 8,5 (cmolc/dm®), Ca 7,1 (cmolc/dm?),
Mg 6,9 (cmole/dm?), P 22 (mg/dm?), K 47 (mg/dm?) e Matéria Organica (MO) de 72 (g . kg
1
).

A estirpe de Herbaspirillum seropedicae ZAE 94 (depositada na cole¢do de culturas
de bactérias diazotroficas da Embrapa Agrobiologia com o cddigo BR 11417) previamente
selecionada por BALDANI (1996), foi multiplicada em tubos de ensaio contendo meio Dygs,
por 24 horas a 30° C sob agitacdo a 100 rpm, em seguida riscada em placas com meio semi-
especifico, NFb 3x (DOBEREINER et al., 1995), para verificar a pureza da cultura crescida.
Apos a verificagdo da pureza, a estirpe foi multiplicada em meio Dygs e o nimero de células
viaveis foi determinado pelo método do Numero Mais Provavel (NMP) no meio JNFb
(DOBEREINER et al., 1995), e utilizada no preparo dos inoculantes. O nimero foi de 1,4 x
107 células vidveis/mL

3.1.2- Preparo da turfa com diferentes pH

Para avaliar a sobrevivéncia das bactérias em diferentes pH, a turfa foi neutralizada até
atingir os pH 6,0 e 7,0. Para a neutralizagdo foram adicionados doses crescentes de CaCO3
nas amostras das turfas, e colocada para incubar por até¢ 15 dias segundo metodologia
utilizada por FERREIRA (2004). A determinag¢ao do pH em agua foi feita durante todo o
periodo para verificar se houve variagdo do mesmo. Apds a etapa de neutralizacdo e
esterilizacdo (autoclave), os sacos contendo as turfas foram utilizados no preparo dos
inoculantes. Para avaliagdo da sobrevivéncia nos dois pH, foi utilizada a umidade inicial de 42
% em base seca, que ¢ o mesmo utilizado nos inoculantes rizobianos preparados com o
veiculo turfoso empregado nos ensaios desta tese.

3.1.3- Preparo dos inoculantes com diferentes teores de umidade

Os inoculantes foram preparados até atingir as umidades de 20, 42, 60 e 80%. Para
isso, adiciounou-se a mesma quantidade de cultura utilizada no teor de umidade de 42% em
todos os demais tratamentos. Para os tratamentos com teores de umidade de 60 e 80%, o
volume de cultura foi completado com agua destilada estéril, para atingir a umidade desejada.
Para a umidade de 20%, o volume de cultura foi centrifugado a 6000 x g e o pelete
ressuspendido no volume desejado.

Os teores de umidade utilizados (U) foram determinados por diferencga entre a massa

da amostra umida (MAU) e a massa da amostra seca (MAS):

U (%)= (MAU-MAS)*100/MAS.
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A suspensdo bacteriana contendo 1,4 x 10° células/mL foi inoculada com auxilio de
uma seringa esterilizada, em sacos de polipropileno contendo turfa (previamente seca, moida,
esterilizada e pH ajustado), até atingir a umidade inicial desejada. Apos a inoculagdo, a turfa
contendo as bactérias foi mantida por 24 horas a 30°C e em seguida armazenada em geladeira
a4°C.

3.1.4- Sobrevivéncia das bactérias nas turfas

Avaliacdo da sobrevivéncia das bactérias foi feita pelo método do NMP, utilizando o
meio semi-seletivo, INFb para a estirpe ZAE 94. Inicialmente as contagens foram feitas aos 1,
15 e 30 dias, e subseqiientemente a cada 30 dias. Os inoculantes foram armazenados em
geladeira por até 180 dias. Foram utilizados trés repeticdes dos inoculantes preparados para
cada tratamento. Apos a determinagdo do NMP de bactérias presentes as amostras foram
descartadas.

3.1.5- Caracterizaciao das embalagens utilizadas

As embalagens polipropileno utilizadas nos ensaios de sobrevivéncia apresentavam as
seguintes especificagdes:
- Embalagem 1: Mais porosa e com as dimensdes (200mm de comprimento, 120mm de
largura e 0,05mm de espessura);
- Embalagem 2: Menos porosa e com as dimensdes (200mm de comprimento, 120mm
de largura e 0,08mm).

3.2- Inoculagido da Estirpe ZAE 94 de H. seropedicae em Vasos

Foram utilizados os primeiros 20 cm do horizonte A de um Planossolo Série Ecologia,
oriundo do Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia. Nao foi ajustado o pH, pois este
solo ja havia sido submetida a calagem anterior a coleta. A partir da analise quimica do solo
(Tabela 2), foram feitas adubagdes, com 20 kg de P2Os e 50 kg de K2O de acordo com o
Manual de Adubagdo e Calagem para o Rio de Janeiro para a cultura de arroz (ALMEIDA et
al., 1988). Como fonte de micronutrientes foi aplicado FTE na quantidade de 0,3 g . kg'! de
solo.

Tabela 2: Andlise quimica de amostras de terra utilizada no plantio das variedades de arroz
no experimento de vasos.

pHem| Al Ca Mg P K
agua (cmolc/dm?) (mg/dm?)
Solo 5,8 0,0 1,3 0,7 6 27

3.2.1- Sementes

Foram utilizadas sementes das variedades de arroz contrastantes quanto ao potencial
de fixacdo. IR42 (Alta contribuicdo para FBN) (OLIVEIRA et al. 1994; KUNDU & LADHA,
1995; WU et al., 1995) e IAC4440 (baixa contribuicao para FBN) (OLIVEIRA, 1994) cedidas
pela Embrapa Arroz e Feijdo e multiplicadas no Campo Experimental da Embrapa
Agrobiologia em Seropédica, RJ, na safra de 2004/2005.
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3.2.2- Plantio, tratamentos e delineamento experimental

O plantio foi feito com as sementes das variedades IR42 e IAC4440, peletizadas com
o inoculante turfoso (concentragdo de 250g de inoculante . 20kg™! de semente (FERREIRA,
2004) preparado com teor de umidade de 42% e pH 7,0, em vasos com capacidade para 6 kg,
contendo 4 kg de solo nao estéril. O plantio foi feito com 6 sementes por vaso, sendo feito
desbaste, entre 20 e 30 dias apds plantio (DAP), deixando 4 plantas/vaso. Os vasos foram
inundados, quando as plantulas atingiram em média 15 cm de altura, e a ldmina d’agua de 2
cm foi mantida sempre na mesma altura durante a realizagdo do experimento.

O experimento foi conduzido ao ar livre com delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢cdes, em arranjo fatorial 2 x 2, com e sem inoculagdo da estirpe ZAE 94, e
com e sem aplicagdio da dose de 50kg de N . ha'!, totalizando 4 tratamentos. A separagio das
médias foi feita utilizando o teste estatistico LSD a 5% de probabilidade no programa Sisvar
(FERREIRA, 2000).

As coletas foram feitas durante o periodo vegetativo (60 DAP), onde foi analisado o
acumulo de massa seca da parte aérea e o NMP da populacao de bactérias presentes na parte
aérea e raiz das plantas de arroz e ao final do ciclo da cultura foi avaliado a produgdo de
graos.

3.3- Inoculaciio e Reinoculacio da Estirpe ZAE94 de H. seropedicae em Condigoes de
Campo.

As variedades de arroz IR42 e IAC4440 foram plantadas no campo experimental da
Embrapa Agrobiologia, em um Argissolo Vermelho Amarelo. Apds a analise quimica do solo
(Tabela 3), foi feita a adubacdo e calagem, segundo recomendacdes do Manual de Adubagao
e Calagem para o Rio de Janeiro para a cultura de arroz (ALMEIDA et al., 1988). Como fonte
de micronutrientes foi aplicado FTE na quantidade de 14 kg/ ha™’.

Tabela 3: Analise quimica das amostras de terra do horizonte A do Argisolo Vermelho
Amarelo utilizado nos experimentos com a cultura do arroz.

pHem| Al Ca Mg P K
agua (cmolc/dm?) (mg/dm?)
Planossolo 5,0 0,3 2.3 1,5 14 84

3.3.1- Plantio, tratamentos e delineamento experimental do experimento de inoculacio
(Periodo de 2005-2006).

O plantio foi feito com sementes inoculadas, em parcelas com seis linhas, espacadas
30 cm, e na densidade média de 100 sementes por metro linear. As parcelas foram distribuidas
em 6 blocos ao acaso. Os tratamentos utilizados foram: a inoculacdo ou ndo da estirpe ZAE
94, as variedades de arroz IAC4440 ¢ IR42 e 3 doses de N mineral na forma de sulfato de
amonio ( 20, 50 e 100 Kg de N.ha!') (Figura 1). As doses de nitrogénio (50 ¢ 100 kg de N .
ha!) foram parceladas com aplica¢des aos 40 dias apos o plantio, no inicio do florescimento e
no enchimento dos graos.

A separacdo das médias foi feita utilizando o teste estatistico LSD a 5% de
probabilidade além do uso da andlise de regressdo para descrever a resposta das plantas aos
diferentes niveis de adubagao e inoculagdo. Para realiza¢ao do teste estatistico foi utilizado o
programa Sisvar.

Foram realizadas trés coletas, no periodo vegetativo, florescimento e maturagdao de
graos de arroz. Os parametros agrondmicos analisados foram a matéria seca da parte aérea,
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%N (TEDESCO, 1983), nitrogénio total da parte aérea e dos graos, producao de graos,
proteina bruta dos grdos e a contagem do numero de bactérias diazotroficas presentes nas
diferentes partes da planta. O conteudo de proteina bruta dos graos foi calculado pelo N-
Kjeldahl multiplicado pelo fator de correcdo de 5,95. Este fator ¢ baseado no contetido de
nitrogénio (16,8 %) da proteina do arroz, a glutelina (JULIANO, 1985).

No florescimento também foi feita a analise da diversidade das bactérias diazotroficas
através da técnica de DGGE conforme descrita no item 3.3.3. As parcelas foram mantidas sob
irrigacao constante durante todo o ciclo da cultura.

BLOCO1

S 20 C C (20)
50 100 C (50) C (100)

Figura 1: Desenho experimental dos tratamentos do primeiro ano para uma variedade em um
bloco. Legenda: S- Sem inoculacao, C- com inoculagdo e 20, 50 e 100 refere-se as
doses de Nitrogénio em kg . ha™.

3.3.2- Plantio, tratamentos e delineamento estatistico do experimento de reinoculagio
(Periodo 2006-2007).

No segundo ano, a parte aérea das plantas de arroz remanescentes, do ano anterior, foi
retirada e o restante das plantas foi incorporado ao solo. Apds a andlise quimica das amostras
de terra do horizonte A de um Argissolo Vermelho Amarelo (Tabela 4), foi feita a corregcdo
de acordo com a necessidade da cultura.

Tabela 4: Analise quimica das amostras de terra do horizonte A do Argissolo Vermelho
Amarelo utilizado nos experimentos com a cultura do arroz.

pHem| Al Ca Mg P K
agua (cmolc/dm?) (mg/dm?)
Argissolo 5,0 0,2 2,1 1,1 4.7 70,4

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso com seis repetigoes. Os tratamentos
consistiram nos mesmos utilizados no ano anterior, mais a reinoculagdo ou nao das parcelas,
acrescentado-se dois tratamentos aos do ano anterior, totalizando 10 tratamentos para cada
variedade. Alguns tratamentos receberam inoculagdo no primeiro ano e nao no segundo, € o
vice-verso (

Figura 2). As variaveis avaliadas foram semelhantes ao experimento anterior. A separa¢ao
das médias foi feita utilizando o teste estatistico Scott-Knott a 10 % de probabilidade. O uso
deste teste neste experimento se justifica devido a facilidade em separar ensaios com numeros
de tratamentos maiores. Para realizacao do teste foi utilizado o programa Sisvar (FERREIRA,
2000).
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BLOCO1

SC 20 100 cC CC (50)
SS 50 CS CC (20) CC (100)

Figura 2: Desenho experimental dos tratamentos do experimento de reinoculacio (segundo
ano) para uma variedade em um bloco. Legenda: S- Sem inocula¢do, C- com
inoculagdo, 0, 20, 50 e 100 refere-se doses de N. A primeira e segunda letra,
referem-se ao primeiro e segundo ano respectivamente. Exemplo: SC- Primeiro
ano sem inoculacao (S) e o segundo inoculado (C).

3.3.3- Analise da diversidade de bactérias presentes nas plantas de arroz inoculadas e
reinoculadas com a estirpe de H. seropedicae (estirpe ZAE 94) em condicoes de campo.

Anteriormente ao estudo da diversidade de bactérias presentes no colmo de plantas de
arroz inoculadas, foi feito o sequenciamento e alinhamento da estirpe ZAE 94, com outras
bactérias do género H. seropedicae. O objetivo desta etapa foi caracterizar e identificar
corretamente a bactéria alvo, além de verificar a possibilidade de se obter um iniciador estirpe
especifico utilizando a regido universal do 16S rRNA, de modo a facilitar o monitoramento
desta estirpe nas plantas inoculadas em campo. A comparagao das seqiiéncias geradas foi feita
através do programa BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTn, ALTSCHUL, et al., 1997).
O alinhamento das seqiiéncias de DNA foi feita utilizando o programa Clustal W
(THOMPSON et al., 1994), seguida da constru¢ao da arvore filogenética, utilizando o
algoritmo neighbour-joining no programa MEGA (www.megasoftware.net, KUMAR et al.,
2004).

Na andlise da diversidade de bactérias das plantas foi utilizado o colmo das plantas de
arroz, ja que de acordo com BARRAQUIO et al. (1997) este seria o local onde esta presente o
maior numero de bactérias diazotroficas. Para estudar a diversidade de bactérias diazotroficas,
presentes nos colmos das plantas de arroz, foi utilizada a técnica de DDGE (Eletroforese em
Gel com Gradiente Desnaturante) ( MYERS et al, 1987).

No estudo da diversidade de bactérias através da técnica de DGGE € necessario
utilizar um padrdo de bandas de bactérias diazotroficas conhecidas. Este padrio foi
inicalmente definido por BOA SORTE et al. (2006). As etapas utilizadas no estudo da
diversidade das plantas de arroz inoculadas sdo descritas a seguir.

a) Extracdo do DNA total das plantas arroz

Neste procedimento foram utilizadas seis plantas por tratamento. As plantas foram
primeiramente lavadas em agua corrente e depois em agua destilada por duas vezes. Apds a
lavagem, foram retirados discos de 1 cm de comprimento na base do colmo das plantas. Em
seguida este material foi macerado com nitrogénio liquido e foram retiradas trés amostras de
aproximadamente 200 mg cada. As amostras obtidas foram utilizadas na extragdo do DNA
total segundo a metodologia descrita por DOYLE & DOYLE (1987).

Ao final da extragdo, as trés amostras foram misturadas, obtendo-se entdo 1 amostra
composta por tratamento. O produto obtido da extragdo de DNA total foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1,0 % em TAE 1X, a 100V por 1h, e apds corado por 20
segundos em brometo de etideo, descorado por 30 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado.
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b) Amplificacdo da regido 16S rRNA utilizando iniciadores especificos

Cerca de 80 ng do DNA total extraido das plantas de arroz, foi utilizado na
amplificacao da regido de 16S rRNA. Foi utilizado uma desnaturagdao a 95°C por 3 min, 30
ciclos de 94°C por 20 seg., 53°C por 40 seg. e 72°C por 40 seg. e um a extensao final a 72°C
por 7 min. Foram utilizados os iniciadores especificos 799f (CHELIUS & TRIPLETT, 2001)
e 1492r (OSBORNE et al., 2005) para avaliar a comunidade microbiana total. A reagdo
continha 5 ul de tampao(10x), 2,5 ul de MgCl(25mM), 1 pl de ANTP(2,5mM), 1 pl de
BSA(3mg/mL), 0,5 ul de Tag-polimerase(500U), 0,7 ul do iniciador 799f e 1 ul do iniciador
1492r (25mM), para um volume de 50 ul por reacao. O uso destes iniciadores teve como
objetivo eliminar a amplificacdo dos plastideos, mitocondrias e cloroplastos, obtidos durante o
processo de extragdo do DNA total e que concorrem com o DNA bacteriano na reagdo de
PCR (reagdo em cadeia da polimerase).

¢) Amplifica¢do com iniciadores especificos para DGGE (Eletroforese em Gel
com Gradiente Desnaturante) (MUYZER et al., 1996).

O procedimento seguido foi o descrito por MUYZER et al. (1996). Apds a primeira
reacdao de PCR do item anterior (b), aproximadamente 5 ul do produto obtido foi submetido a
nova reagdo de PCR, contendo 5 pl de tampao(10x), 3 ul de MgCIl(25mM), 4 ul de
dNTP(2,5mM), 1 pul de BSA(3mg/mL), 0,6 ul de Tag-polimerase(500U) e 0,5 ul de cada
iniciador (25mM), para um volume de 50 pl por reagdo e os iniciadores 968f e GC-1401r
(HEUER & SMALLA, 1997) (Tabela 5). Ao final da rea¢do, o material amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose (1%) a 100 V por 1h, para visaulizacdo da
qualidade do material amplificado. Em seguida o material obtido foi submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE).

Tabela S: Iniciadores utilizados nas reagdes de amplificagdo para analise por DGGE e
respectivas seqiiéncias de nucleotideos.

Primer Sequéncia:
1401r CGG TGT GTA CAA
GGC CCG GGA ACG
968f CGC CCG GGG CGC

GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG TGGG GAA CGC GAA CCTTAC

d) Montagem do gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante

Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical (BioRad DCode™ System -Universal
Mutation Detection System) com placa de 20 X 20 cm, espagador 1,5 mm. O material
utilizado foi previamente lavado, para retirar residuos de poliacrilamida.

Foram utilizados gradientes de desnaturag¢do variando de 55 a 65 % (BOA SORTE et
al. 2006), como desnaturante foi utilizado uréia-formamida (MYERS et al, 1987). As faixas
de desnaturagdo utilizadas, foram obtidas a partir da mistura de duas solug¢des (menor (45 %)
e maior concentracdo (75 %) de uréia-formamida) com 6% de poliacrilamida para volume
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final de 20 ml do gel de corrida. Esta mistura ¢ obtida com o auxilio de uma bomba
peristaltica com fluxo aproximado de 0,22 mL/min.

e) Aplicacao das amostras

Foi aplicado uma aliquota de 30 uL do produto da amplificagdo com os iniciadores
GC1401r e 968f, misturado com 5 pL de corante de corrida (0,5% azul de bromofenol, 40%
sacarose, 0,1 mol/L de EDTA, 5% de SDS) nos pogos do gel.

f) Eletroforese em gel de gradiente de desnaturacio — DGGE

O produto da amplificagdo da reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em um gel
de poliacrilamida com Gradiente de Desnaturagao (DGGE) por 16 horas a 120 volts,
utilizando uma cuba vertical contendo tampao TAE 0,5X aquecido a 60° C.

O objetivo ¢ separar moléculas de tamanho similar, mas com seqiiéncias diferentes,
utilizando um gradiente com forga crescente de desnaturagdo (formamida e uréia).

g) Coloracio e descoloragio do gel de poliacrilamida

A coloragdo do gel de poliacrilamida foi feita com AgNOs3 segundo CRESTE et al.
(2001). Em seguida, o gel foi colocado para secar por aproximadamente 24h, e apos este
periodo o mesmo foi escaneado e a imagem gerada ¢ utilizada na analise no Programa
Gelcompar II para obtencao dos dendogramas de similaridade.

h) Analise dos géis obtidos utilizando o programa GelCompar 11

Os géis obtidos foram analisados utilizando o programa GelCompar II. A analise de
presenga/auséncia de bandas (indice bindrio) foi feita através do indice de similaridade (Sj) de
Jaccard (MUELLER-DOMBOIS & ELLEMBERG, 1974), considerando que cada banda
refere-se a uma espécie diferente, j4 que a técnica é capaz de separar fragmentos com
diferencas de dois pares de base. Apos determinadas as similaridades, foram realizadas
analises de agrupamento utilizando a média de grupo nao ponderada- UPGMA (VALENTIN,
2000) com auxilio do programa GelCompar II. Foram gerados dois dendogramas um para
cada experimento de inoculagao.

O coeficiente de Jaccard ¢ definido pela Formula: Sj = a/(a+b+c), onde Sj: coeficiente
Jaccard; a: nimero de espécies da parcela a; b: nimero de espécies da parcela b; c: numero de
espécies comum em ambas parcelas.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sobrevivéncia da Bactéria em Turfa com Diferentes pH

No presente trabalho, verificou-se que os niveis de pH utilizados nao interferiram na
sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de H. seropedicae em substrato turfoso durante o periodo de
armazenamento de 180 dias (Figura 3). Estes resultados foram semelhantes aos observados
por Dobereiner et al. (1995), estes autores observaram que o pH ideal de crescimento desta
estirpe em meio de cultura ¢ de 5,3 a §,0.

A qualidade do inoculante estd condicionada ao tipo de veiculo, umidade, aeracdo e
fundamentalmente, pelas condicdes ambientais a que este ¢ submetido até a sua utilizagdo
(ARAUJO, 1993). Estes fatores podem afetar a sobrevivéncia e o efeito dessas bactérias sobre
as plantas apo6s a inoculagdo das sementes e plantio. Dentre esses fatores pode-se citar o
veiculo de inoculacdo, que estd diretamente relacionado a manutengdo da umidade e o pH
(RELARE, 2004).

Contudo, os resultados mostraram que o numero de células vidveis (método NMP),
aos 180 dias apds o preparo, ficou abaixo do minimo estabelecido por lei (Figura 3),
sugerindo que outros fatores, tais como umidade e o tipo de embalagem utilizada podem ter
contribuido conforme seré discutido a seguir.
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Figura 3: Sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de H. seropedicae em inoculante turfoso
preparado utilizando turfa neutralizada com (CaCOs3) a pH 6,0 e 7,0 e teor de
umidade de 43 %. Legenda: * significativo a 5 % de probabilidade.
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4.2 - Sobrevivéncia da Bactéria em Inoculante com Diferentes Teores de Umidade e Tipo
de Embalagem

Os resultados mostraram que os teores de umidade utilizados no preparo dos
inoculantes devem estar entre 43 e 80 % de umidade, ja que quando foram utilizados esses
teores, o nimero de células vidveis ficou ao redor de 10° células . g'!' de turfa (Figura 4). O
inoculante preparado com a umidade de 20 % manteve o NMP em torno de 107 células
vidveis . g’ de turfa aos 180 dias apds o preparo.

Aos 180 dias, foi observado que a faixa de umidade a ser utilizada devem estar entre
43 e 80 %, ja que a analise de regressao na (Figura 5) demonstrou que valores abaixo de 43
% e acima de 80 % de umidade o nimero de células viaveis ficou abaixo de 10° células . g!
de inoculante. Sendo assim, o teor de umidade ao redor de 60 % deve ser o mais apropriado
para se trabalhar com esta estirpe, ja que se posiciona no centro do intervalo de umidade
recomendado, o que garantiu com certa seguranga a qualidade e a manutengdo do nimero de
céulas vidveis do inoculante durante o periodo de armazenamento de 180 dias.

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por ROUGHLEY (1968), que
observou que teores de umidade entre 30% e 40% restringiram o nimero de células das
estirpes de rizobio SU47 e CB756, e valores de 30% de umidade restringiram o numero de
células da estirpe de rizobio TA1l apds uma semana. Teores de umidade de até 60%
favoreceram a sobrevivéncia das estirpes SU47, CB756 ¢ TA1 até 12 semanas.

Os dados obtidos nestes ensaios mostraram a importancia dos teores de umidade sobre
a sobrevivéncia da bactéria diazotrofica utilizada. Entretanto, a manutencdo desta umidade
durante o periodo de armazenamento ¢ diretamente influenciada pelo teor de matéria organica
da turfa utilizada, que por sua vez estd diretamente ligada a capacidade de reten¢do de
umidade. A importancia desta varidvel tem sido observada por diversos autores, como
FERREIRA (2004) que trabalhando com inoculantes preparado com turfas de duas origens,
Canadé e Brasil com teores de matéria organica de 94 % e 72 %, respectivamente , observou,
apos 180 dias de armazenamento em geladeira, reducao nos teroes de umidade de 11 e 20 %
nas turfas do Canadé e Brasil, respectivamente.
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Figura 4: Sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae em fungdo do tempo nos diferentes teores de umidades (20 (a), 43
(b), 60 (c) e 80 % (d)) utilizados no preparo dos inoculantes. Legenda: * significativo a 5 % de probabilidade.
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Figura 5: Sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae em inoculante
turfoso preparado com diferentes teores de umidade aos 180 dias de
armazenamento em geladeira. Legenda: * significativo a 5 % de probabilidade.

Por outro lado, Lorda et al., 2007 observaram que a adi¢do de goma xantana em
inoculante preparados com turfa de alta capacidade de retengdo de umidade ndo afetou a
sobrevivéncia das estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Sinorhizobium fredii, Entretanto,
quando utilizada a turfa com baixa capacidade de retencdo de umidade foram observadas
diferencas.

Uma estratégia importante que pode minimizar a perda de umidade quando se utiliza
turfa, com baixa capacidade de retengdo de umidade, seria o uso de embalagens menos
permeaveis, como observado por FENG et al. (2002). Estes autores observaram que a
umidade da turfa decresceu de 52% na fase inicial para 49% apos 85 dias a 30° C, quando
foram utilizados sacos com baixa permeabilidade as trocas gasosas. Resultados semelhantes a
estes foram encontrados neste trabalho, onde o uso de embalagem com baixa permeabilidade
a trocas gasosas permitiu uma redugdo de apenas 3 % no teor de umidade e a manutencdo de
107 células viaveis . g de inoculante aos 180 dias de armazenamento em geladeira (Figura
6).

Portanto, os resultados dos ensaios da sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de H.
seropedicae mostraram que no preparo de inoculantes utilizando turfas, com baixa retengao
de umidade, deve ser utilizado sacos com baixa permeabilidade e teores de umidade ao redor
de 60 %, para manuten¢do da populagdo de bactérias em torno de 10° células viaveis . g'! de
inoculante. Estes resultados foram superiores aos encontrados por FERREIRA et al. (2003),
que trabalhando com sacos com alta permeabilidade a trocas gasosas e teores de umidade ao
redor de 43 % o nimero de células vidveis ficou em torno de 10° células vidveis . g'!' de
inoculante aos 180 dias de armazenamento em geladeira.
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Figura 6: Sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 de H. seropedicae em inoculante turfoso

armazenados em dois tipos de embalagem: (1) mais porosa (2) menos porosa e
mantidos em geladeira por 180 dias. Legenda: * significativo a 5 % de
probabilidade.

4.3 - Experimento de Inoculagdo em Vasos

O numero de bactérias diazotroficas presentes na parte aérea e raiz das plantas de

arroz, quantificado pelo método do NMP no meio de cultura semi-solido (JNFb), durante o
estadio de desenvolvimento vegetativo, revelou a presenca de bactérias diazotroficas em todos
os tratamentos inoculados e também nao inoculados Entretanto, ndo houve variagdo entre os
tratamentos inoculados e nao inoculado (Tabela 6). Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por BALDANI (1996) e FERREIRA (2004).

Tabela 6: Numero de bactérias diazotroficas crescidas no meio de cultivo JNFD, presentes em

raiz e parte aérea de arroz inoculadas ou ndo com a estirpe ZAE 94 de H.
seropedicae, variedade IAC4440, no estadio de desenvolvimento, vegetativo.

Tratamentos Variedades Parte Aérea RAIZ

log. do n° de células/g de matéria fresca

Nao Inoculado IR42 6,0 6.7

IAC4440 5,7 6,7

Inoculado IR42 5,9 5,7

IAC4440 6,4 6,2

Adubado IR42 6,4 6,7

IAC4440 6,0 6,0

Inoculado + IR42 6,4 6,9

Adubado IAC4440 6,0 6,4

Inoculado (estirpe ZAE94 de H. seropedicae); Adubado (Aplicacdo de 50 kg de N . ha!
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Os resultados de actimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz,
variedades IR42 e [AC4440, mostraram uma interacdo significativa entre os fatores
inoculacdo e adubacgdo nitrogenada. Pode-se observar um efeito significativo da inoculag¢ao
quando nao ¢ utilizada a adubacdo nitrogenada, enquanto o efeito desaparece quando ¢
aplicado a dose equivalente a 50 kg de N mineral (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7: Aciimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade IR42
inoculadas com ou sem a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae ¢ com ou sem
fertilizante nitrogenado (0 ¢ 50 kg de N . ha™h).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 50
g/planta
Nao Inoculado 2,64b B 396a A
Inoculado 387aA 397aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 4 repeti¢des. CV: 11,7%.

Tabela 8: Acimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade IAC4440
inoculadas com ou sem a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem
fertilizante nitrogenado (0 e 50 kg de N . ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 50
g/planta
Nao Inoculado 2,80b A 3,10a A
Inoculado 380aA 3,10a A

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 4 repeti¢cdes. CV: 14,7%.

Os resultados observados para a producdo de graos das variedades IR42 e IAC 4440,
foram semelhantes aos encontrados para o acimulo de massa seca da parte aérea. A
inoculacdo da bactéria sem a aplicacdo da adubacdo nitrogenada proporcionou uma produgao
de grios significativamente igual a testemunha adubada e a inoculada e adubado. Estes
resultados sugerem que a inoculagcdo da estirpe ZAE 94 pode suprir até¢ 50 kg de N/ha
(Tabelas 9 e 10).

Resultados semelhantes foram encontrados por FERREIRA (2004), que observou que
os tratamentos inoculados foram capazes de suprir até 40 kg de N . ha!, dependendo da
variedade utilizada. DALLA SANTA et al. (2004b) em experimentos com milho em campo,
por dois anos consecutivos, utilizando Azospirillum sp estirpes RAM-7 ¢ RAM-5, observaram
que o uso dessas estirpes foi capaz de reduzir em 40% a quantidade de fertilizagao
nitrogenada recomendada em cada experimento.
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Tabela 9: Producdo de graos das plantas de arroz da variedade IR42 inoculadas com ou sem a
estirpe ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0 e 50

kg de N . ha').
Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 50
g/planta
Nao Inoculado 7,10b B 9,30a A
Inoculado 940a A 9,40a A
Aumento (%) 32 1

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as minusculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 4 repeti¢cdes. CV: 14,7%.

Tabela 10: Produgdo de graos das plantas de arroz da variedade IAC4440 inoculadas com ou
sem a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante (0 e 50 kg de N

.ha'!).
Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 50
g/planta
Nao Inoculado 6,30b B 9,40a A
Inoculado 8,90a A 9430a A
Aumento (%) 41 0

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 4 repeti¢des. CV: 9,7%.

4.4 - Experimento de Inoculagdo de H. seropedicae (estirpe ZAE 94) em Condicdes de
Campo.

O numero de bactérias diazotroficas presentes na parte aérea e raiz das plantas de
arroz, variedades IR42 ¢ IAC4440, ndo variou com os estadios de desenvolvimento vegetativo
e florescimento (Tabela 11). As diferencas observadas nas populacdes de bactérias
diazotroficas, na parte aérea, sio normalmente observadas na fase de enchimento dos graos
onde hd maior translocacdo de nutrientes para os graos dimuindo a quantidade disponivel para
estas bactérias.

Nas raizes a populagdo de bactérias diazotroficas permaneceu estavel independente da
fase de desenvolvimento da planta, como encontrado por BARRAQUIO et al. (1997). Estes
autores trabalhando com diversas variedades de arroz, observaram que o nimero de bactérias
diazotréfica foi elevado nas raizes, as quais chegaram a até 10® UFC por grama de raiz lavada.
BRASIL (2005) observaram em gramineas forrageiras maior nimero de bactérias
diazotroficas nas raizes dessas plantas do que na parte aérea ou no solo.

Além disso, trabalhos realizados em gramineas mostraram que a interagdo entre o
genotipo da planta e a adubagdo nitrogenada influenciou na quantidade de microrganismos
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diazotréficos endofiticos, presentes principalmente nas raizes (SALA et al., 2005). Em cana-
de-agucar, por exemplo, ficou evidenciado que doses elevadas de fertilizantes nitrogenados
foram responsaveis pela diminuicdo na populagdo de bactérias diazotroficas como
Gluconacetobacter diazotrophicus (REIS JUNIOR et al., 2000; PERIN et al., 2004).

Neste trabalho ndo foram observados efeitos da adubacdo nitrogenada sobre a
populagdo de bactérias diazotroficas nas plantas de arroz, independente da parte da planta e
variedade utilizada (Tabela 11). Entretanto, os resultados encontrados para a variedade
IAC4440 diferem dos encontrados por GUIMARAES (2001). O autor nio observou alteragio
no numero de bactérias durante todo o ciclo da cultura. JA RODRIGUES (2003), trabalhando
com as variedades IR42 e IAC 4440 em solos do Rio de Janeiro e Goias, obteve resultados
semelhantes aos observados neste trabalho.

Tabela 11: Numero de bactérias diazotrdficas crescidas no meio de cultivo JNFb, presentes
em raiz e parte aérea de arroz, variedades IAC4440 e IR42, inoculadas ou nao
com a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae, nos estadios de desenvolvimento
vegetativo e florescimento (Primeiro ano) .

Tratamentos Variedades Estadio Vegetativo Estadio Florescimento
PA R PA R

log. do n° de células/g de matéria fresca
Nao Inoc. IR42 4,20 5,40 5,65 5,65
1AC4440 4,65 6,04 4,98 7,04
20 kg N.ha'! IR42 5,88 6,65 3,85 6,18
1AC4440 4,98 7,04 4,98 6,15
25 kg N.ha'! IR42 7,04 6,65 4,6 6,15
1AC4440 4,65 7,04 4,65 7,04
50 kg N.ha! 1R42 5,48 6,65 3,95 6,15
1AC4440 5,18 6,04 4,65 6,15
Inoc. 1R42 5,88 6,65 4,18 6,04
1AC4440 4,98 7,04 5,98 7,15
Inoc + 20 kg N.ha™! IR42 5,40 7,15 5,4 6,15
[1AC4440 5,40 6,15 4,6 6,65
Inoc + 25 kg N.ha'! IR42 4,98 6,15 4,4 6,15
1AC4440 5,40 6,65 4,6 7,04
Inoc + 50 kg N.ha™! 1R42 4,98 6,15 4,18 6,04
1AC4440 4,98 7,04 4,98 6,18

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94 , PA= Parte Aérea, R= Raiz.

Os resultados do experimento de inocula¢do, em campo, demonstraram que nao houve
diferenga significativa no acimulo de massa seca da parte aérea entre os tratamentos no
periodo vegetativo e florescimento em ambas variedades de arroz utilizadas (Tabelas 12, 13,
14 e 15).

Entretanto, os tratamentos de inoculagdo da estirpe ZAE 94 acrescidos de 20 kg de N .
ha! apresentaram uma tendéncia em aumentar a massa seca da parte aérea de arroz em até 28
% em relagdo a testemunha absoluta. Ja em rela¢do a testemunha inoculada ¢ ndo adubada,
este aumento foi da ordem de 8 %, depedendo da variedade e estadio de desenvolvimento das
plantas de arroz. Os maiores aumentos foram verificados no estadio vegetativo.

Estes resultados estdo semelhantes aos encontrados por BALDANI et al. (2000),
FERREIRA (2004) ¢ GUIMARAES (2006), que observaram aumentos progressivos no
acimulo de massa seca durante o estdgio de desenvolvimento das plantas com a inoculagdo da
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estirpe ZAE 94, em inoculante turfoso. A maior resposta a inoculag¢do foi observada na fase
de enchimento e maturagdo dos graos em comparacao aos demais tratamentos de inoculagao.
OLIVEIRA (1992) também trabalhando com bactérias diazotroéficas em quatro variedades de
arroz, ndo observou diferenga no acumulo de massa seca da parte aérea em todas as
variedades utilizadas.

Tabela 12: Acimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade IR42, no
estadio de desenvolvimento vegetativo (80 DAP), inoculadas com a estirpe ZAE
94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 e 50 kg de
N. ha'!).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 25 50

Kg . ha’!
Nao Inoculado 7.302,2 aA 7.800,0 aA 7.406,78 aA 8.736,3 aA
Inoculado 8.231,1 aA 8.776,3 aA 7.575,3 aA 7.415,3 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢des. CV: 11,2 %.

Tabela 13: Acimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade
IAC4440, no estadio de desenvolvimento vegetativo (80 DAP), inoculadas com a
estirpe ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25
e 50 kg de N. ha'!).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 25 50
kg . ha!

Nio Inoculado 5.822,2 bA 6.651,1 aA 7.026,7 aA 6.593,3 aA
Inoculado 7.100,0 aA 7.493.3 aA 6.886,7 aA 6.751,1 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as minusculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢des. CV: 10,72 %.
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Tabela 14: Aciimulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade IR42, no
estadio de desenvolvimento florescimento, inoculadas com a estirpe ZAE 94 de H.
seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 e 50 kg de N. ha!).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 25 50
kg . ha!
Nao Inoculado 14.450,0 aA 13.968,9 aA 13.957,8 aA 14.140,0 aA
Inoculado 13.670,8 aA 14.823,8 aA 15.975,6 aA 14.075,6 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as minusculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢cdes. CV: 12,85 %.

Tabela 15: Acumulo de massa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade
IAC4440, no estadio de desenvolvimento florescimento, inoculada com a estirpe
ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitogenado (0, 20, 25 ¢ 50 kg
de N. ha'!).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 25 50
kg . ha'!
Nao Inoculado 11.073,3 aAB 11.447.4 aA 9.813,3 aB 10.826,7 aAB
Inoculado 10.340,0 aA 10.971,8 aA 9.964,4 aA 11.224,4 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢cdes. CV: 7,93 %.

Da mesma forma, os resultados o nitrogénio total da parte aérea no estadio de
desenvolvimento vegetativo e florescimento, mostraram comportamento semelhante aos
parametros de massa seca da parte aérea. Embora ndo significativos estatisticamente, os
tratamentos de inoculagio com a estirpe ZAE94 acrescidos de 20 kg de N . ha™! apresentou
uma tendéncia em aumentar o nitrogénio total da parte aérea de arroz em até 38 % em relacao
a testemunha absoluta. Ja em relagdo a testemunha inoculada e ndo adubada, este aumento foi
da ordem de 16 %, dependendo da variedade e estddio de desenvolvimento das plantas de
arroz (Tabelas 16,17, 18 e 19).

GUIMARAES (2006) trabalhando com arroz em condi¢des de casa de vegetacdo,
observou aumentos de até 34 % no nitrogénio total da parte aérea, em relagdo a testemunha
absoluta, de plantas de arroz inoculadas com a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae depedendo
da cultivar de arroz utilizada. Em experimentos de inoculagdo conduzidos sob condi¢des de
vasos em casa de vegetagdo com as estirpes M130 (Burkholderia sp.), ZAE94 (H.
seropedicae) e M209 (Burkholderia sp.), foi observado que houve uma contribui¢do variando
de 11 % a 20 % no nitrogénio acumulado na massa seca das plantas de arroz (BALDANI et
al., 2000). Esses autores observaram que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos no aumento da producdo dos grdos e que a contribuicdo da FBN por estas
bactérias foi inferior a 5 %.
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Tabela 16: Aciamulo de nitrogénio total da parte aérea das plantas de arroz da variedade
IR42, no estadio de desenvolvimento vegetativo, inoculadas com a estirpe ZAE 94
de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 ¢ 50 kg de N.

ha).
Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 20 25 50
kg . ha'!
Nao Inoculado 129,4 aA 148,9 aA 153,1 aA 143,3 aA
Inoculado 165,6 aA 164,9 aA 142,0 aA 143,3 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as minusculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢cdes. CV: 15,46 %.

Tabela 17: Actimulo de nitrogénio total da parte aérea das plantas de arroz da variedade
IAC4440, no estadio de desenvolvimento vegetativo, inoculadas com a estirpe
ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 ¢ 50

kg de N. ha'!).
Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 20 25 50
kg . ha'!
Nio Inoculado 96,7 aB 115,2 aAB 114,2 aAB 126,1 aA
Inoculado 124,0 aA 132,8 aA 122,3 aA 125,5 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 13,72 %.

Tabela 18: Acumulo de nitrogénio total da parte aérea das plantas de arroz da variedade
IR42, no estddio de desenvolvimento florescimento, inoculadas com a estirpe
ZAE 94 e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 e 50 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 25 50
kg . ha'
Nao Inoculado 167,2 aA 180,4 aA 173,4 aA 195,7 aA
Inoculado 187,4 aA 201,2 aA 212,7 aA 171,7 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢cdes. CV: 15,09 %.
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Tabela 19: Acumulo de nitrogénio total da parte aérea das plantas de arroz da variedade
[IAC4440, no estadio de desenvolvimento florescimento, inoculadas com a estirpe
ZAE 94 de H. seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 25 ¢ 50

kg de N. ha'!).
Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 20 25 50
kg . ha!
Nao Inoculado  146,8 aAB 155,1 aAB 126,4 aB 179,2 aA
Inoculado 138,4 aA 161,2 aA 154,9 aA 148,2 aA

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeti¢des. CV: 14,11 %.

A maxima resposta a inoculagdo da variedade IR42 foi observada no tratamento
inoculado, com a bactéria diazotrofica H. seropedicae (estirpe ZAE 94), acrescido de 20 kg de
N . ha'!(Figura 7). Este tratamento aumentou em 88 % a producdo de grios em relagdo ao
tratamento ndo inoculado e ndo adubado, 14 % em relacdo ao tratamento que recebeu somente
a inoculacdo e 20,5 % em relagio ao tratamento que recebeu 20 kg de N . ha'! (Tabela 20).
Por outro lado, a méaxima resposta a adubacdo foi obtida na dose de 100 kg de N . ha,
embora este tratamento tenha sido estatisticamente igual ao tratamento que recebeu a dose de
20 kg de N . ha™! (Figura 7).

Tabela 20: Produgdo de graos das plantas de arroz da variedade IR42 inoculada com a estirpe
ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0,
20, 50 e 100 kg de N. ha!).

Doses de Nitrogénio
Bactéria 0 20 50 100 MG

Niao Inoculada 3.673,1 bB 5.306,4 bA 4.278,4 bAB 5.462,7 aA 4680,0 b
Inoculada 6.065,1 aAB 6.931,6 aA 5.829,3 aAB 5.607,7 aB 6108,0 a

Aumento (%) 65,11 20,5 36,3 2,64 30,5

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 12,55 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 7: Andlise de regressao da producdo de graos em funcdo das doses de nitrogénio (0,
20, 50 e 100 kg de N. ha') na variedade IR42 inoculada ou ndo com a estirpe
ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: ns = ndo significativo a 5 % de
significancia.

Em relacdo ao tratamento ndo inoculado e ndo adubado, a inoculagdo da estirpe
estudada aumentou a producdo de graos em torno de 65 %. Com base nesses resultados pode-
se concluir que a inocula¢do desta estirpe pode contribuir com mais de 20 Kg de N . ha'! na
variedade IR42.

Ja na variedade TAC4440 foi observado que a producdo de graos dos tratamentos
inoculado e inoculado mais adubagdo, ndo diferiu estatisticamente das respectivas
testemunhas adubadas, exceto quando utilizada a dose de 100 kg de N . ha!. Embora a
diferenca ndo seja estatisticamente significativa, a inoculagdo da estirpe ZAE 94 acrescido de
20 kg de N. ha™! mostrou uma tendéncia em aumentar a producdo de graos em 8 e 18 %, em
relacdo a testemunha absoluta e testemunha inoculada, respectivamente. Este também foi o
tratamento que mais se aproximou do tratamento que recebeu a dose de 100 kg de N. ha™.
(Tabela 21). Estes resultados demonstram que a maxima resposta a adubagdo, na variedade
IAC440, foi obtida na dose de 100 kg de N . ha™! (Figura 8).
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Tabela 21: Producdo de graos das plantas de arroz da variedade IAC4440 inoculadas com a
estirpe ZAE 94 de Herbapirillum seropedicae e com ou sem fertilizante
nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 50 100 MG
kg . ha'
Nao Inoculado  4386,7 aB 4448,9 aB 3570,7 aC 5293,3 aA 44247 a
Inoculado 4002,0 aA 4740,0 aA 4091,8 aA 4246,7 bA 4310,7 a
Aumento (%) -8,7 6,54 14,6 - 19,8 -2,6

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 9,88 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 8: Analise de regressdo da variavel producdo de grios em funcdo das doses de
nitrogénio (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™!) na variedade IAC4440 inoculada ou n3o

com a estipe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: ™ nao
significativo a 5 % de probabilidade; * significativo a 5 % de probabilidade.

O efeito positivo da inoculagdo, com bactérias diazotréficas, também foi observado
por diversos autores. FERREIRA et al. (2003) observaram em campo aumentos na producao
de graos de 38 e 18 %, na variedade IR42 e 1AC4440, respectivamente, quando inoculado
com a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae em relagdo ao controle ndo inoculado.

Em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo com trigo, cevada e aveia,
inoculados com Azospirillum sp. estirpe RAM-7 foi observado que a inoculagdo da estirpe
aumentou a produtividade, porém, estas respostas variaram entre as culturas avaliadas. Para o
trigo, os aumentos significativos foram obtidos quando a inoculagdo foi associada a 100% do
nitrogénio recomendado. J& no tratamento que recebeu somente inoculacdo produziu 7,4%,
embora a diferenca ndo tenha sido significativo. Em cevada, a presenga do inoculante foi
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capaz de suprir 20% da adubagdo recomendada de nitrogénio. Para a aveia, a inoculagdo com
Azospirillum sp. RAM-7 ndo proporcionou aumento significativo na produtividade. Em
relagdo ao teor de nitrogénio total dos grdos, para as trés culturas, também ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos avaliados (DALLA SANTA et al.
2004a).

Ja na cultura do milho, experimentos com o inoculante “Graminante”, a base de
Azospirillum spp., mostraram que os tratamentos com inoculacdo e aplicacdo de adubagdo
nitrogenada, aumentaram a produgdo em 30% (CAVALLET et al. 2000). Estes resultados
foram proximos aos encontrados por DALLA SANTA et al. (2004b) em experimentos em
campo, por dois anos consecutivos, com Azospirillum sp utilizando as estirpes RAM-7 e
RAMS-5. Os autores observaram que o uso dessas estirpes foi capaz de reduzir em 40% a
quantidade de fertilizante nitrogenado recomendada em cada experimento.

As andlises dos teores de nitrogénio total e proteinas total dos graos mostraram, em
ambas variedades, que a inoculagdo promoveu aumentos nestes parametros, porém foi
dependente da variedade e dose de nitrogénio utilizada (Tabelas 22, 23, 24, 25 ¢ Figuras 9,
10, 11 e 12). O comportamento observado nesses parametros foi semelhante ao verificado
para a produgdo de graos, onde a inoculagdo promoveu aumentos de até 52 % depedendo da
dose de nitrogénio utilizada. Entretanto, o tratamento mais promissor foi a inoculagdo
acrescida de 20 kg de N. ha!, que promoveu aumentos de 88 % em relagdo a testemunha
absoluta, 24 % em relacdo ao tratamento que recebeu somente a inoculacao e 39,4 % em
relacdo ao tratamento que recebeu 20 kg de N . ha'! (Tabelas 22 e 24).

O comportamento dos pardmetros de nitrogénio total e proteina total dos graos foi o
mesmo observado para o parametro producdo de graos na variedade IAC4440. Portanto, nesta
variedade, pode-se verificar que os tratamentos inoculado e inoculado mais a adubacdo nao
diferiram estatisticamente das respectivas testemunhas adubadas. Embora nao tenham sido
estasticamente significativos, a inoculagdo promoveu aumentos de até 28 % para os
parametros analisados, depedendo da dose de nitrogénio utilizada. A inoculacdo da estirpe
ZAE 94 acrescido de 20 kg de N. ha'! mostrou uma tendéncia em aumentar esses pardmetros
em 0,6 ¢ 11 %, em relacdo a testemunha absoluta e testemunha inoculada, respectivamente.
Entretanto, essas diferengas ndo foram estasticamente significativas (Tabelas 23 e 25). Estes
resultados demonstram que a maxima resposta a adubacdo, na variedade IAC440, foi obtida
na dose de 100 kg de N . ha!, a partir da andlise regressio (Figuras 10 e 12).

Em estudos de inoculagdo em trigo, DIDONET et al. (1996) observaram resultados
semelhantes, onde a inoculagdo da estirpe JA04 de A. brasilense acrescido da adubag¢do com
15 kg N.ha'! proporcionaram um aumento no contetido de nitrogénio total e produgdo de
grios, sendo este tratamento estatisticamente igual ao que recebeu 60 kg N.ha™!.

Estudos em casa-de-vegetagdo, com a variedade de arroz IR 42, mostraram resultados
semelhantes aos encontrados neste trabalho GUIMARAES (2006). Foram observados
incrementos no acimulo de nitrogénio dos graos de 64 % nas plantas inoculadas com a estirpe
ZAE 94 e adubadas com 50 kg N . ha-1 em relag¢do ao controle ndo inoculado nem adubado.
J4 na variedade IAC 4440, a inoculagdo da estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae
aumentou em até 15 % o nitrogénio acumulado nos graos. FERREIRA et al. (2003) também
encontraram aumentos de 31 e 11 % no conteudo de nitrogénio total dos graos, em relagdo a
testemunha absoluta nas variedades IR42 e IAC4440, respectivamente.

CAMPOS (1999), trabalhando com diferentes cultivares de arroz inundado sob
condi¢gdes de campo, observou que dentre as cultivares mais eficientes quanto ao indice de
colheita de nitrogénio, a IR42 contribuiu com aumentos em torno de 60 %. Este autor
ressaltou que quanto maior o indice de colheita de N, maior ¢ a propor¢ao de nitrogénio
acumulado nos graos em relagdo a parte aérea.
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Tabela 22:

Acumulo de nitrogénio total dos graos de arroz da variedade IR 42 inoculada com
a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou sem fertilizante
nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 50 100 MG
kg . ha'
Nao Inoculado 45,1 bB 60,5 bB 57,3 bB 79,3 aA 60,6 b
Inoculado 68,4 aB 84,5 aA 78,2 aA 70,6 aA 753 a
Aumento (%) 51,7 39,8 36,5 -11,0 243

As letras maitsculas separam as médias dentro das linhas e as minusculas separam as médias

dentro de

cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de

significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 17, 5 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 9: Analise de regressao da variavel nitrogénio total dos graos em funcao das doses de

nitrogénio (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha!) na variedade IR42 inoculada ou ndo com
a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: ™ ndo significativo a 5
% de de probabilidade; * significativo a 5 % de probabilidade.
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Tabela 23: Acimulo de nitrogénio total dos graos de arroz da variedade IAC 4440 inoculada
com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou sem fertilizante
nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 50 100 MG
kg . ha'!
Nao Inoculado 51 6 4B 47,2 aB 44,2 aB 68,7 aA 52.8a
Inoculado 46,7 aA 51,8 aA 56,4 aA 59,9 aA 534a
Aumento (%) -9,5 9,8 27,52 -12,7 1,13

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 16,71 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 10: Andlise de regressao da variavel nitrogénio total dos graos em funcdo das doses de
nitrogénio (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha!) na variedade IAC440 inoculada ou ndo
com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: * significativo a
5 % de probabilidade.
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Tabela 24: Acumulo de proteina total dos graos de arroz da variedade IR 42 inoculada com a
estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou sem fertilizante
nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 50 100 MG
kg . ha'
Nio Inoculado 768 0 bB 360,0 bAB 340,0 aB 472,0 aA 360,0 b
Inoculado 406,7 aA 503,3 aA 464,7 aA 420,0 aA 448,7 a
Aumento (%) 51,7 39,8 36,7 12,4 24,6

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 17,7 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 11: Analise de regressao da varidvel proteina total dos graos em funcdo das doses de
nitrogénio (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™!) na variedade IR42 inoculada ou ndo com
a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: ™ ndo significativo a 5
% de probabilidade; * significativo a 5 % de probabilidade.
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Tabela 25: Acumulo de proteinas dos graos de arroz da variedade IAC 4440 inoculada com a
estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou sem fertilizante
nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™).

Doses de Nitrogénio

Bactéria 0 20 50 100 MG
kg . ha'
Nao Inoculado 3067 aB 280,7 aB 262,7 aB 408,7aA 314,72
Inoculado 2773 aA 308,7 aA 3353 aA 356,7aA 320,02
Aumento (%) 9,6 10 27,7 -12,7 L1

As letras maiusculas separam as médias dentro das linhas e as mintsculas separam as médias
dentro de cada coluna. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD a 5% de
significancia. Médias de 6 repeticdes. CV: 16,7 %. MG: Média Geral dos tratamentos
inoculado e ndo inoculado.
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Figura 12: Analise de regressao da variavel proteina total dos graos em fungao das doses de
nitrogénio (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha!) na variedade IAC440 inoculada ou ndo
com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae. Legenda: * significativo a
5 % de probabilidade.

As diferentes respostas a inoculacdo nas variedades IR42 e [1AC4440, podem ser
explicadas pelas diferencas encontradas por CAMPOS (2003) que observou uma baixa
eficiéncia da variedade IAC4440 em se beneficiar da fixagdo bioldgica de nitrogénio, ou seja,
possui maior capacidade de utilizacdo do nitrogénio do solo. Outro fator que pode explicar
estas diferencas ¢ a afinidade entre estirpes e cultivares (OLIVARES et al., 1997; BASHAN
& HOLGUIM, 1997; GUIMARAES, 2001). Este fato também pode explicar as diferencas
encontradas entre os resultados dos experimentos de inoculagdo em vasos, anteriormente
discutidos (item 4.3), ja que neste experimento foi utilizado um Planossolo série Ecologia e
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no experimento em campo um Argissolo Vermelho Amarelo que apresentam diferentes
caracteristicas quanto aos teores de matéria organica e nutriente.

Alguns autores tém sugerido o uso de estirpes homologas, isto €, isoladas do mesmo
tipo de planta que se deseja inocular, especialmente quando a populagdo nativa estd presente
(BALDANI, 1980; SUMNER, 1990). Entretanto em recente estudo, ALVES (2007) observou
a ndo especificidade de um isolado de arroz (estirpe ZAE 94) quando inoculado em milho,
onde este isolado aumentou a produtividade de grdos em até 34 % em combinagdes
diferenciadas de genotipo e adubagdo. Este fato comprova a hipdtese de que a interagao
genotipo x estirpe da bactéria ¢ mais importante que a interacao espécie de planta x estirpe da
bactéria.

4.5 - Experimento de Reinocula¢do de H. seropedicae (estirpe ZAE 94) em Condicdes de
Campo.

O numero mais provavel de bactérias diazotroficas, quantificadas pelo método do
NMP, demonstrou no experimento de reinocula¢do, que todos os tratamentos apresentaram
populagdes numericamente iguais, ou seja, ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos inoculados e reinoculados (Tabela 26). A técnica de NMP foi capaz de revelar a
presenca de bactérias diazotroficas em todas as partes das plantas.

Entretanto, a técnica nao ¢ capaz de descriminar se a populagdo existente foi oriunda
da inoculacdo ou da populacdo nativa ou até mesmo quais as espécies presentes nas plantas.
Portanto, para responder a esta pergunta ¢ necessario o uso de técnicas moleculares.
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Tabela 26: Numero de bactérias diazotrdficas crescidas no meio de cultivo JNFb, presentes
em raiz e parte aérea de arroz, variedades IAC4440 e IR42, inoculadas ou nao
com a estirpe ZAE 94 de H. seropedicae, nos estadios de desenvolvimento,
vegetativo e florescimento.

Tratamentos Variedade Estadio Vegetativo Estadio Florescimento

PA RAIZ PA RAIZ

Log. do n° de células/g de matéria fresca).

Nao Inoc. IR42 4,40 5,65 4,88 6,15
IAC4440 5,40 5,65 6,15 5,40

20 kg N.ha! IR42 4,65 5,40 4,48 6,15
IAC4440 4,65 5,40 6,15 3,95

25 kg N.ha! IR42 4,18 5,15 4,30 6,15
IAC4440 4,65 6,15 6,15 4,18

30 kg N.ha'! IR42 4,18 5,40 4,98 6,15
1AC4440 4,18 5,40 6,15 6,15

T1 IR42 5,04 5,04 6,15 6,04
1AC4440 6,04 6,04 6,15 4,88

Inoc + 20 kg N.ha™! IR42 3,95 5,40 3,95 6,15
1AC4440 3,95 5,40 6,15 6,15

Inoc + 25 kg N.ha™! IR42 3,95 5,18 4,18 6,04
1AC4440 3,95 5,18 6,15 5,40

Inoc + 30 kg N.ha™! 1IR42 4,40 5,15 4,18 6,04
1AC4440 5,40 6,15 6,15 4,30

T2 IR42 4,65 5,04 4,65 6,15
IAC4440 4,65 6,04 4,65 6,15

Reinoculacao IR42 4,18 5,04 4,18 6,15
1AC4440 6,15 6,04 6,04 6,15

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94 , PA= Parte Aérea, R= Raiz. T1= Sem
inoculagdo no 1° ano ¢ Inoculado no 2° ano. T2: Inoculado no 1° ano e nao Inoculado no 2°
ano.

Os resultados referentes ao acimulo de biomassa seca e nitrogénio total da parte aérea
das plantas de arroz, variedade IR42 no estadio de desenvolvimento vegetativo, mostraram
que somente os tratamentos inoculados acrescidos de adubo (doses 20 e 25 kg de N . ha™!)
foram estatisticamente iguais a testemunha que recebeu a dose de 20 kg de N . ha! (Tabela
27). Embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa, estes tratamentos
aumentaram em até 12 e 16 % a biomassa seca e nitrogénio total da parte aérea,
respectivamente, em relagdo aos tratamentos que receberam somente as respectivas doses do
adubo. Em relagdo a testemunha nao inoculada, estes tratamentos aumentaram em até 40 a
biomassa seca e 55 % o nitrogénio total da parte aérea (Tabela 27).

Ainda nesta fase de desenvolvimento das plantas, ndo foram observadas diferengas
significativas estatisticamente, entre os tratamentos que receberam a inocula¢do no segundo
ano (T1) e o tratamento reinoculado para os parametros agrondmicos de acumulo de
bioamassa seca e N-total da parte aérea, mesmo assim, estes tratamentos aumentaram,
respectivamente, em até¢ 14 e 12 % o acumulo de biomassa seca da parte aérea e N-total,
respectivamente em relagdo ao tratamento ndo inoculado.
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No estadio de desenvolvimento florescimento, os tratamentos inoculados e adubados
nao diferiram estatisticamente dos tratamentos nao inoculados. O tratamento de reinoculacao
apresentou uma tendéncia em aumentar o acumulo de biomassa seca da parte aérea em até 42
%, embora estatisticamente a diferenga ndo seja significatica. Por outro lado este tratamento
tendeu a reduzir o nitrogénio total da parte aérea em 25 % em relagdo ao tratamento que
recebeu a dose de 20 kg de N . ha'!.

Tabela 27: Acimulo de biomassa seca e nitrogénio total da parte aérea das plantas de arroz
da variedade IR42, no estddio de desenvolvimento vegetativo (80 DAP) e
florescimento inoculadas ou ndo com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum
seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado ( 0, 20, 25 ¢ 50 kg de N. ha'!) e
tratamentos de reinoculagao.

Estadio Vegetativo Estadio Florescimento

Tratamentos BSPA N-total BMSPA N-total
-—-kg . ha'---
.Nio Inoc. 3400,00 b 56,55b 738444 a 92,13 a

20 kg N.ha 4206,67 a 75,10a  9074,44 a 139,21 a

25 kg N.ha! 3683,33 b 63,43b  8096,33 a 89,32 a

50 kg N.ha! 2973,33 b 48,74b  6656,67b 73,97 a

T1 3513,33 b 57,61b 614889 b 97,56 a

Inoc +20 kg N.ha' 4728 89 a 87,40a  6290,00 b 69,93 a
Inoc + 25 kg Noha! 4698 89 a 83,35a 777556 a 97,60 a
Inoc + 50 kg N.ha' 3724 44 b 64,47b 656222 b 67,86 a

T2 2915,56 b 40,15b  5616,67b 58,92 a
Reinoculagio 3873,33 b 62,59b 10477,78a 104,45 a
CV (%) 19,3 22,2 12,20 34,41

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94 , BSPA= Biomassa Seca da Parte Aérea,
R= Raiz. T1= Sem inoculagdo no 1 ano ¢ Inoculado no 2° ano. T2: Inoculado no 1 ano e nao
Inoculado no 2 ano. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 10% de
significancia. Médias de 6 repetigcdes.

Os resultados obtidos para o acimulo de biomassa seca e nitrogénio total da parte
aérea no estadio de desenvolvimento vegetativo, na variedade 1AC4440, foram semelhantes
aos encontrados para a variedade IR42. Os melhores resultados foram obtidos para os
tratamentos de inoculagio acrescidos de adubo (doses 25 e 50 kg de N . ha!), além do que
recebeu somente a inoculagdo no segundo ano (T1) e da testemunha que recebeu a dose de 20
kg de N . hal. (Tabela 28). Ainda nesta fase de desenvolvimento, o tratamento de
reinoculacdo foi estatisticamente igual ao tratamento ndo inoculado e que recebeu inoculacao
somente no primeiro ano (T2), porém o tratamento que recebeu inoculagao no segundo ano
(T2) foi estattisticamente igual a testemunha que recebeu a dose de 20 kg de N . hal.
Entretanto, este tratamento reduziu a biomassa seca da parte aérea em até 13 % em relagdo ao
tratamento que recebeu a dose de 20 kg de N . ha'!.

Ja no estadio de desenvolvimento florescimento, os tratamentos inoculados acrescidos
de adubo nitrogenado nas doses de 20 e 25 kg de N . ha! foram estatisticamente iguais as
testemunha que receberam as doses de 20, 25 e 50 kg de N . ha'l. Estes tratamentos
contribuiram com até 6 % da biomassa seca da parte aérea em relacdo a testemunha que
recebeu a dose de 20 kg de N . ha! e de até 32 % em relagio a testemhuna nio inoculada
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(Tabela 28). Para o acimulo de nitrogénio total da parte aérea de todos os tratamentos nao
foram observadas diferencas significativas. Entretanto, os tratamentos inoculados e
inoculados acrescidos de adubagdo nitrogenada tenderam em promover um aumento de até 67
% em relacdo a ndo inoculada.

Tabela 28: Acumulo de biomassa seca da parte aérea das plantas de arroz da variedade
[IAC4440, no estddio de desenvolvimento vegetativo (80 DAP) e florescimento,
inoculadas ou ndo com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum seropedicae e com ou
sem fertilizante nitrogenado ( 0, 20, 25 e 50 kg de N. ha!) e tratamentos de

reinoculagio.
Estadio Vegetativo Estadio Florescimento
Tratamentos BSPA N-total BMSPA N-total
- kg . ha'l-—
.Nao Inoc. 364444b  41,80b  6055,56 b 62,47 a
20 kg N.ha™! 5315,56a  76,40a  7753,33a  7446a

25 kg N.ha! 4175,56b  53,66b  712444a  70,15a

50 kg N.ha! 4148,89b  6836a  727422a  89,63a

T1 463333a  4931b  6476,67b  86,10a

Inoc +20 kg N.ha'  410667b  59,86b  799444a 88,61 a
Inoc +25 kg Noha' 4557782 68,76a  760222a 104,34 a
Inoc + 50 kg Noha' 4660002 79.98a  5275,56b  65,15a

T2 3435,56b  4554b 465333 Db 46,62 a
Reinoculagio 371222b  5623b  6140,00 b 57,73 a
CV (%) 14,4 22,6 12,20 32

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94 , BSPA= Biomassa Seca da Parte Aérea,
R= Raiz. T1= Sem inoculagdo no 1° ano e Inoculado no 2° ano. T2: Inoculado no 1° ano e
ndo Inoculado no 2° ano. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 10% de
significancia. Médias de 6 repeticdes.

A andlise dos parametros agrondmicos producdao de nitrogé€nio total e proteina total
dos graos na variedade IR42 mostrou que a inocula¢do da estirpe ZAE 94 proporcionou
resultados superiores ao tratamento que ndo recebeu inoculagcdo e foram estatisticamente
iguais a testemunha que recebeu 20 e 100 kg de N. ha! (Tabela 29). Este tratamento
aumentou em até 19 % todos os parametros estudados em relagdo a testemunha nao inoculada.
Estes resultados indicam que a inoculacdo desta estirpe pode contribuir com até 20 kg de N .
ha! nesta variedade. Resultados semelhantes foram encontrados por FERREIRA (2004)
trabalhando com arroz irrigado em casa de vegetagao.

Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas estatisticamente entre os
tratratamentos de inoculacdo (T1) e reinoculagdo nos pardmetros estudados na variedade
IR42. Estes tratamentos foram estatisticamente iguais a testemunha que recebeu 20 kg de N .
ha! e superiores aos tratamentos que nio recebeu inoculagio.
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Tabela 29: Producao, nitrogénio total e proteina bruta total dos graos das plantas de arroz da
variedade IR42 inoculadas ou ndo com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum
seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado (0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™!)
¢ tratamentos de reinoculagao.

Tratamentos PG N- total PTG
—-kg . ha'--
Nao Inoc. 3423,33 b 42,00 a 125,28 a
20 kg N.ha! 3966,67 a 50,67 a 150,42 a
50 kg N.ha™! 3006,67 b 42,00 a 125,47 a
100 kg N.ha! 3346,67 a 48,00 a 143,70 a
T1 4046,67 a 50,00 a 148,50 a
Inoc + 20 kg N.ha! 3640,00 a 44,00 a 132,86 a
Inoc + 50 kg N.ha™! 4041,33 a 4733 a 140,96 a
Inoc + 100 kg N.ha™! 3180,00 b 42,00 a 130,69 a
T2 346933 b 44,00 a 131,64 a
Reinoculacéo 3686,67 a 48,67 a 144,06 a
CV (%) 10,4 13,4 13,52

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94; PG: Producao Graos; PTG: Proteinas
Total Graos , T1= Sem inoculacdo no 1° ano e Inoculado no 2° ano. T2: Inoculado no 1° ano
e ndo Inoculado no 2° ano. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 10% de
significancia. Médias de 6 repeticdes.

A analise dos parametros agrondmicos de producdo, nitrogénio total e proteina total
dos graos na variedade IAC4440, mostrou que a inoculagdo da estirpe ZAE 94 proporcionou
resultados superiores aos tratamentos que ndo receberam inoculagdo e foram
estatisticamente iguais a testemunha que receberam 20 e 50 kg de N. ha' (Tabela 30). A
inoculacdo e reinoculagdo aumentaram a producao, nitrogénio total e proteina total dos graos
em até 40, 51 e 45 %, respectivamente, em relacdo a testemunha nao inoculada. Estes
resultados indicam que a inoculagdo e reinoculagdo da estirpe estudada podem contribuir
com até 50 kg de N.ha! na variedade IAC4440. Resultados semelhantes foram encontrados
por FERREIRA (2004) e FERREIRA et al., 2003 trabalhando com arroz irrigado em casa de
vegetacao e em campo.
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Tabela 30: Producdo, nitrogénio total e proteina total dos graos das plantas de arroz da
variedade IAC4440 inoculadas ou ndo com a estirpe ZAE 94 de Herbaspirillum
seropedicae e com ou sem fertilizante nitrogenado ( 0, 20, 50 e 100 kg de N. ha™!)
¢ tratamentos de reinoculagao.

Tratamentos PG N- total PTG
---kg . ha'l---
Néo Inoc. 314333 b 31,00 b 186,07 ¢
20 kg N.ha! 4088,89 a 51,00 a 303,48 a
50 kg N.ha™! 4548,89 a 57,33 a 340,71 a
100 kg N.ha™! 3393,33 b 42,67 a 252,80 b
T1 4115,56 a 46,00 a 272,90 b
Inoc + 20 kg N.ha™! 3377,78 b 38,67 b 222,59 ¢
Inoc + 50 kg N.ha™ 3486,67 b 50,00 a 298,01 a
Inoc + 100 kg N.ha™! 315111 b 46,67 a 278,33 b
T2 3131,33 b 35,67 b 212,03 ¢
Reinoculacao 439333 a 47,00 a 272,56 b
CV (%) 10,4 13,4 11,8

Inoc: Tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94; PG: Producdo Graos; PTG: Proteinas
Total Graos , T1= Sem inoculagao no 1° ano e Inoculado no 2° ano. T2: Inoculado no 1° ano
e ndo Inoculado no 2° ano. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 10% de
significancia. Médias de 6 repetigcdes.

Os resultados obtidos na producdo, nitrogénio total e proteinas dos graos, no
experimento do segundo ano (reinoculagdo), em ambas variedades de arroz, mostraram que a
inoculacdo da estirpe ZAE 94 se faz necessaria em todos os anos de plantio, j& que o
tratamento de reinoculagdo foi estatisticamente igual ao tratamento que recebeu a inoculacao
desta estirpe no segundo ano (T1) e estatiscamente superior aos tratamentos ndo inoculado e
que recebeu inoculacdo somente no primeiro ano (T2). Reforgando esta observagdo, estd o
fato de que os tratamentos que receberam inoculacdo somente no primeiro ano (T2) e ndo
inoculado foram estaticamente iguais em ambas variedades de arroz utilizadas.

Os resultados obtidos nestes experimentos demonstram que a inoculagdo, com a
estirpe ZAE 94, ¢ uma pratica importante € que pode contribuir com parte do nitrogénio
necessario ao desenvolvimento da cultura de arroz, dependendo das variedades e condigdes
utilizadas.

4.6 - Analise da Comunidade Microbiana Presente em Plantas de Arroz Crescidas em
Condicoes de Campo e Inoculadas e Reinoculadas com a Estirpe de H. seropedicae
(estirpe ZAE 94).

4.6.1 — Sequenciamento da regidao 16S DNAr da estirpe ZAE 94 de H. seropedicae
utilizada nos ensaios de inoculac¢io e reinoculacio.

Anteriormente ao estudo de andlise da comunidade microbiana presentes na parte
aérea das plantas de arroz, foi feito o sequenciamento do DNA ribossomal (16S rRNA) da
estirpe ZAE 94 e o respectivo alinhamento da sequéncia obtida com outras bactérias do
género H. seropedicae depositadas no GenBank. Os numeros de acesso e respectiva
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identificagdo das estirpes das espécies do género Herbaspirillum consultadas no GenBank
encontram-se na Tabela 31. O objetivo desta etapa foi caracterizar a bactéria alvo do estudo,
além de verificar a possibilidade de se construir um iniciador “estirpe especifico” utilizando a
regido 16S rRNA, de modo a facilitar o monitoramento desta estirpe nas plantas inoculadas
em condic¢des de campo.

Tabela 31: Numero do acesso e respectiva identificacdo das estirpes das espécies do género
Herbaspirillum depositadas no GenBank e utilizadas no alinhamento da 16S

DNAr.

Numero do acesso Espécie Estirpe
AJ238361 Herbaspirillum seropedicae 767
Y10146.1 H. seropedicae
AF164062 H. seropedicae BA153

AF164065.2 H. seropedicae X8

AY191276.2 H. seropedicae M2

AY191275.1 H. seropedicae 778

AY191274.1 H. seropedicae ZA95

Y191273.1 H. seropedicae 7152

AY191272.1 H. seropedicae 7ZA69

Y486380.1 H. seropedicae AU4872
H. seropedicae ZAE 94

AB109890.1 H. putei

AB094401.1 H. chlorophenolicum

AF137508.1 H. rubrisubalbicans

AY043372.1 H. frisingense

AJ238359.1 H. frisingense Mbl1

AJ238358.1 H. frisingense GSF30

AJ238357.1 H. frisingense 75B

AJ238356.1 H. rubrisubalbicans M4

AB021424.1 H. rubrisubalbicans ATCC 19308T

Entretanto, a analise da seqiiéncia de 16S DNATr obtida para a estirpe ZAE 94, bem
como o seu alinhamento com outras bactérias da espécie H. seropedicae, demonstrou a
ocorréncia de 99% de similaridade com a estirpe padrdo Z67 de H. seropedicae. Esta
caracteristica dificultou o desenho de um iniciador estirpe especifico para monitorar o
estabelecimento da estirpe ZAE94 usada no inoculante, sugerindo assim a necessidade do uso
de regides com menor grau de similaridade como por exemplo a regidao 23S rRNA ou até
mesmo a regido intergénica (16S e 23S DNAr).

O alinhamento da regido 16S rRNA da estirpe ZAE 94 com outras espécies de H.
seropedicae também mostrou que a mesma apresenta alta similaridade com outras estirpes
desta mesma espécie como pode ser viso pelo grupo formado pelas estirpes ZAE 94, 767,
Y10146.1, BA153, AU4872 (Figura 13).

Resultados semelhantes foram encontrados por BRASIL (2005) e RODRIGUES
(2003). Estes autores observaram que os isolados obtidos dos cultivares de arroz IR42 e
[IAC4440, quando amplificados com iniciadores especificos para a espécie H. seropedicae
foram 100 % similares a estirpe tipo da espécie (Z67), concluindo assim que os isolados
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caracterizados €

agrupados como H. seropedicae apresentavam baixa diversidade

intraespecifica.
75 [ AY043372.1
65 L AJ238358.1|HFR238358
47 L AJ238359.1|HFR238359
3 AB109890.1
70 AB094401.1
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Figura 13: Arvore filogenética da regido 16S rRNA das diferentes espécies do género
Herbaspirillum em comparagdo com a estirpe ZAE 94, agrupadas pelo método
neighbour-joining. As expressdes acima referem-se ao numero do acesso no
“GanBank database”. A andlise de bootstrapping foi calculado com 1000
repeticdes.

4.6.2 - Analise da comunidade de bactérias presentes nas plantas de arroz inoculadas e
reinoculadas com a estirpe ZAE94 através da técnica de DGGE

O primeiro passo no estudo da comunidade de bactérias presentes em plantas ¢ a
extracdo do DNA total dos tecidos de colmo das plantas de arroz. O método utilizado
possibilitou a obtengdo de DNA de boa qualidade em ambos os experimentos de campo. Este
material, apos visualizagdo em gel de agarose (1 %), foi utilizado nas reagcdes PCR descritas a

seguir (Figura 14).
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Figura 14: DNA total extraido dos tecidos do colmo das plantas de arroz (primeiro
experimento de campo). M: Marcador Molecular; P1: Marcador de 100ng; P2:
200ng; T1: Nio Inoculado; T2: Inoculado; T3: Inoculado + 20 kg de N . ha'!; T4:
Inoculado + 25 kg de N . ha!; T5: Inoculado + 50 kg de N . ha!. T6: 20 kg de N .
hal; T7: 25 kg de N . ha'!; T8: 50 kg de N . ha!.

Cerca de 80 ng do DNA total dos tecidos do colmo das plantas de arroz, de cada
tratamento foi utilizado na reacdo de PCR com os iniciadores 799f ¢ 1492r para a regiao 16S
rDNA. A amplificacdo da regido 16S rDNA gerou fragmentos do tamanho esperado, ou seja
com aproximadamente 700 pb (Figura 15). O objetivo da pré-amplificacdo foi minimizar o
efeito da competicdo causado pela presenca do DNA de plastideos das plantas (OSBORNE et
al., 2005).
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Figura 15: Fragmentos de 700 pb obtidos apartir da reacdo de PCR da regido de 16s rRNA
utilizando os primers especificos 799f e 1492r (material amplificado do primeiro
experimento de campo). M: Marcador Molecular de 1kb; T1: Nao Inoculado; T2:
Inoculado; T3: Inoculado + 20 kg de N . ha™'; T4: Inoculado + 25 kg de N . ha™';

B: Branco; T5: Inoculado + 50 kg de N . ha!. T6: 20 kg de N . ha'!; T7: 25 kg de
N .ha'; T8: 50 kg de N . ha™..

Apos a visualizagdo do produto da amplificagdo em gel de agarose, aproximadamente
5 uL de cada tratamento foram utilizados na rea¢do de PCR com os iniciadores universais
para DGGE 968f(GC) e 1401r. Esta reacdo de amplificagdo gerou fragmentos com
aproximadamente 430 pb conforme pode ser visualizado em gel de agarose (Figura 16). O

produto foi entdo utilizado na eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante (DGGE).
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Figura 16: Produto de amplificacdo da regido de 16s rDNA utilizando os primers especificos
968f(GC) e 1401r (material amplificado do primeiro experimento de campo). M:
Marcador Molecular de 1kb; B: Branco; T1: Nio Inoculado; T2: Inoculado; T3:
Inoculado + 20 kg de N . ha-1; T4: Inoculado + 25 kg de N . ha'!; T5: Inoculado +
50 kg de N . ha'. T6: 20 kg de N . ha'; T7: 25 kg de N . ha'!'; T8: 50 kg de N . ha-
1

Os resultados das andlises de similaridade, nos experimentos de inoculacdo e
reinoculacdo, mostraram que os tratamentos se agruparam em funcdo das variedades de arroz
utilizadas, sendo ao nivel de 40-50 % para a variedade IR42 e 50 a 60 % para a variedade
[IAC4440 no experimento de inoculagdo (Figura 17).

Ja no experimento de reinoculagdo, o nivel de similaridade dos tratamentos da
variedade IR42 foi de 30-40 % e na variedade IAC4440 foi de 40-50 % (Figura 18). Estes
valores sugerem que a interacdo genoOtipo x estirpe da bactéria ¢ uma varidvel importante e
que a planta exerce uma forte influéncia sobre a comunidade de bactérias presentes nas
plantas devendo, portanto, ser considerada nos experimentos de inoculagao.

Resultados semelhantes também foram encontrados por REIS Jr et al. (2006) que
caracterizando a diversidade de isolados de Azospirillum amazonense utilizando-se a analise
de restri¢do da regido intergénica 16S-23S DNAr. Estes autores observaram que os isolados
separaram-se em dois grupos com 56% de similaridade influenciados pelas espécies de
Brachiaria ssp.. A maioria dos isolados oriundos de B. decumbens e B. brizantha esta inserida
no primeiro grupo, enquanto os oriundos de B. humidicola concentram-se no segundo grupo.
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Figura 17: Dendograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da analise do gel de
DGGE utilizando o programa GelComparll. Experimento de Inoculagdo.
Legenda: Os ntimeros referem-se as bandas dos marcadores M, M2, M3: 1: estirpe
HCC 103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de
Herbaspirillum seropedicae; 3: estirpe CbamC de Azospirillum amazonense; 4:
estirpe PALS de Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de
Burkholderia tropica; IR: variedade IR42; IAC: variedade 1AC4440; T1: Nao
Inoculado; T2: Inoculado; T3: Inoculado + 20 kg de N . ha!; T4: Inoculado + 25
kg de N . ha-1; B: Branco; T5: Inoculado + 50 kg de N . ha-1. T6: 20 kg de N . ha
1:T7:25kgde N . ha'; T8: 50 kg de N . ha™..
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Figura 18: Dendograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da analise do gel de
DGGE utilizando o programa GelComparll. Experimento de Reinoculagao.
Legenda: Os numeros referem-se as bandas dos marcadores M1, M2, M3: 1:
estirpe HCC 103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de
Herbaspirillum seropedicae; 3: estirpe CbamC de Azospirillum amazonense; 4:
estirpe PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de
Burkholderia tropcai; IR: variedade IR42; IAC: variedade 1AC4440; T1: Nao
Inoculado; T2: 20 kg de N . ha'!; T3: 25 kg de N . ha'!; T4: 50 kg de N . ha'!. T5:
Nao Inoculado no primeiro ano e inoculado no segundo ano; T6: Inoculado + 20
kg de N . ha'!; T7: Inoculado + 25 kg de N . ha!; T8: Inoculado + 50 kg de N . ha"
! T9: Inoculado no primeiro ano e ndo inoculado no segundo ano; T10:
Reinoculado.

A andlise da comunidade microbiana através da técnica de DGGE permitiu demonstrar
uma ampla ocorréncia de bandas semelhantes as observadas para as estirpes HRC 54, ZAE 94
de Herbaspirillum seropedicae, HCC 103 de H. rubrisubalbicans ¢ CbmaC de Azospirillum
amazonense, indicando uma ampla ocorréncia de bactérias desses géneros nos tecidos do
colmo das variedades de arroz utilizadas (Figuras 19 e 20). Foram encontradas, embora em
menor numero, bandas semelhantes as observadas para as estirpes Ppe 8 de Burkholderia
tropica e PALS de Gluconacetobacter diazotrophicus. Também foi observada a ocorréncia de
um numero consideravel de bandas distintas dos padrdes utilizados, sugerindo que as plantas
de arroz s@o colonizadas por uma ampla variedade de bactérias.

BALDANI (1986) também observou um grande niimero de bactérias do género
Azospirillum isoladas das variedades (IR42 e IAC4440), apesar desse género ndo ser
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considerado endofitico por alguns autores. As espécies A. lipoferum, A. brasilense e A.
amazonense ja foram isoladas de raizes, colmo e folhas de plantas de arroz (LADHA et al.,
1982; BALDANI, 1986). BRASIL (2005) obteve maior nimero de isolados caracterizados
como pertencentes a espécie A. amazonense. Este mesmo autor agrupou 168 isolados de
plantas de arroz através de caracteristicas morfologicas em 4 géneros: Herbaspirillum,
Burkholderia, Azospirillum e Sphingomonas.

Embora bactérias do género Herbaspirillum sejam de ampla ocorréncia ¢ em niimeros
elevados em plantas de arroz, RODRIGUES (2003) encontrou valores considerados baixos, 3
% e 18 %, para o primeiro e segundo experimentos, respectivamente nas variedades [R42 e
[IAC4440. Além disso, ndo foram obtidos isolados da cultivar [AC4440 no primeiro
experimento. A autora argumentou que o ndo isolamento dessas bactérias foi em
conseqiiéncia do longo periodo de incubagdo no meio JNFB na fase inicial de isolamento,
favorecendo assim o desenvolvimento de outras bactérias, como por exemplo, o Azospirillum
que utiliza a mesma fonte de carbono (acido malico).

No experimento de inoculagdo foi observada uma ampla ocorréncia de bandas
semelhantes as obtidas para as estirpes HRC 54 e ZAE 94 nas duas variedades de arroz,
exceto para os tratamentos nio inoculados (T1) e o que recebeu a dose de 20 kg de N. ha™.
Estes resultados podem ser explicados pela baixa populacdo de bactérias presentes nas plantas
nao inoculadas ou ao estabelecimento da bactéria em outras partes da planta, ja que a mesma
apresenta diferentes sitios de infeccdo (SILVA, 2001) e neste trabalho foi utilizado somente o
colmo das plantas. A ocorréncia de bactérias nos demais tratamentos que nao receberam a
inoculacdo pode ser devido as diferentes formas de disseminac¢do da bactéria (Figura 19)
conforme j4 relatato por REIS JR (2002).

Ja no experimento de reinoculacao, pode- se verificar uma menor ocorréncia de bandas
semelhantes as obtidas para as estirpes HRC 54 e ZAE 94 nos diferentes tratamentos.
Entretanto, na variedade IR42 foi observado uma maior ocorréncia de bandas semelhantes a
espécie estudada em quase todos os tratamentos que foram inoculados com a estirpe ZAE 94.
Em contraste, na variedade IAC4440 foram observadas bandas semelhantes a da espécie
inoculada somente no tratamento inoculado acrescido da dose de 25 kg de N . ha (T7)
(Figura 20).

As diferengas observadas na comunidade microbiana podem ser decorrentes do modo
de colonizagdo e estabelecimento da associagdo com a planta dos dois gendtipos utilizados, ja
que o género Herbaspirillum tem capacidade de estabelecimento endofitico (SCHLOTER et
al., 1994; BALDANI, 1996; PERIN et al., 2003), colonizando diferentes tecidos nas plantas.

Outro fator que pode explicar as diferengas observadas entre as espécies ¢ a selecao
natural exercida pelos gendtipos de arroz utilizados, j& que BALDANI et al. (2000)
verificaram, em experimentos de inoculagdo em arroz, que as plantas inoculadas com as
estirpes isoladas de milho apresentavam um incremento na biomassa da parte aérea menor que
no tratamento inoculado com estirpes isoladas de arroz e sorgo. Em contraste, ALVES (2007)
ndo observou a especificidade de um isolado de arroz (estirpe ZAE 94), quando inoculado em
milho. O isolado aumentou a produtividade de grdos em até 34 % em combinagdes
diferenciadas com o genotipo e adubagdo utilizada. Estes dados sugerem que a interagdo
genotipo x estirpe da bactéria ¢ mais importante que a interacao espécie de planta x estirpe da
bactéria.
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Figura 19: Dendograma de similaridade (UPGMA) e alinhamento das bandas obtido a partira
andlise do gel de DGGE utilizando o programa GelComparll. Experimento de
Inoculagdo. Legenda: Os numeros referem-se as bandas dos marcadores M, M2,
M3: 1: estirpe HCC 103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de
Herbaspirillum seropedicae; 3: estirpe CbamC de Azospirillum amazonense; 4:
estirpe PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de
Burkholderia tropica; IR: variedade IR42; IAC: variedade TAC4440; T1: Nao
Inoculado; T2: Inoculado; T3: Inoculado + 20 kg de N . ha!; T4: Inoculado + 25
kg de N . ha'!; T5: Inoculado + 50 kg de N . ha'!. T6: 20 kg de N . ha'!; T7: 25 kg
de N .ha'; T8: 50 kg de N . ha™'.
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Figura 20: Dendograma de similaridade (UPGMA) e alinhamento das bandas obtido a partir da analise do gel de DGGE utilizando o programa

Figura 20: Dendograma de similaridade (UPGMA) e alinhamento das bandas obtido a partir da analise do gel de DGGE utilizando o programa
GelComparll. Experimento de Reinoculagdo. Legenda: Os niimeros referem-se as bandas dos marcadores M1, M2, M3: 1: estirpe
HCC 103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de Herbaspirillum seropedicae; 3: estirpe CbamC de Azospirillum
amazonense; 4: estirpe PALS5 de Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de Burkholderia tropica; IR: variedade IR42;
IAC: variedade IAC4440; T1: Nio Inoculado; T2: 20 kg de N . ha™'; T3: 25 kg de N . ha!; T4: 50 kg de N . ha™'. T5: Nio Inoculado
no primeiro ano e inoculado no segundo ano; T6: Inoculado + 20 kg de N . ha'!'; T7: Inoculado + 25 kg de N . ha!; T8: Inoculado +
50 kg de N . ha!; T9: Inoculado no primeiro ano e nio inoculado no segundo ano; T10: Reinoculado.
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A andlise do experimento de inoculacdo mostra um contraste entre os tratamentos nao
inoculado (T1), inoculado (T2) e adubado (T8) em func¢do das variedades de arroz utilizadas.
De modo geral, o tratamento inoculado e ndo inoculado apresentaram maior similaridade em
fun¢ao da variedade. Na variedade IAC 4440 a similaridade entre esses dois tratamentos foi em
torno de 45 % e na variedade IR 42 de 22 %. Estes resultados sugerem que a inoculagdo teve
uma baixa influéncia sobre a comunidade de bactérias presentes no colmo das plantas.
Entretanto, as principais respostas foram observadas no tratamento adubado, j& que este
tratamento apresentou baixa similaridade (< 10 %) nas duas variedades utilizadas (Figura 21).

No experimento de reinoculagdo (Figura 22), quando analisado o tratamento nao
inoculado (T1), inoculado acrescido da dose de 50 kg de N .ha™! (T8) e o reinoculado (T10),
observou-se que a reinoculacdo (T10) apresentou uma similaridade menor que 20 % quando
comparado com o tratamento adubado (T8) e menor que 10 % com o tratamento ndo inoculado
(T1) para a variedade IAC 4440. J4 na variedade IR 42, estes tratamentos agruparam entre si
com similaridade de 40 a 45 %. Estes resultados foram semelhantes aos encontrados no
experimento de inoculagdo, onde a similaridade entre o tratamento inoculado e ndo inoculado
foi baixa. Porém, a similaridade entre o tratamento reinoculado e nao inoculado foi maior que o
observado para o tratamento inoculado e ndo inoculado na variedade IR42, no experimento de
inoculagdo. Na variedade IAC 4440 os valores de similaridade entre esses tratamentos foram
menores que no experimento de inoculagao.
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Figura 21: Dendograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da analise do gel de DGGE
utilizando o programa GelComparll. Experimento de Inoculagdo. Legenda: Os
nimeros referem-se as bandas dos marcadores M, M2, M3: 1: estirpe HCC 103 de
Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de Herbaspirillum seropedicae;
3: estirpe CbamC de Azospirillum amazonense; 4: estirpe PALS de
Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de Burkholderia tropica; IR:
variedade IR42; IAC: variedade IAC4440; T1: Nao Inoculado; T2: Inoculado; T8: 50
kgde N . ha.
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Figura 22: Dendograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da analise do gel de DGGE
utilizando o programa GelComparll. Experimento de Reinocula¢do. Legenda: Os
numeros referem-se as bandas dos marcadores M1, M2, M3: 1: estirpe HCC 103 de
Herbaspirillum  rubrisubalbicans, 2: estirpe HRC54 de Herbaspirillum
seropedicae; 3: estirpe CbamC de Azospirillum amazonense; 4: estirpe PALS de
Gluconacetobacter diazotrophicus; 5: estirpe Ppe 8 de Burkholderia tropica; IR:
variedade IR42; IAC: variedade IAC4440; T1: Nao Inoculado; T10: Reinoculado.

Os resultados encontrados, neste trabalho, mostraram que o uso da técnica de DGGE foi
superior a técnica de isolamento em meio de cultura, ja que foi observada a ocorréncia de um
numero consideravel de bandas semelhantes a espécie de H. seropedicae. As técnicas de
cultivo em meio de cultura, tradicionalmente utilizadas, no isolamento destas bactérias nem
sempre ¢ eficiente, ja que apenas 10 % da populacdo total destas bactérias podem ser cultivada
(COWAN, 2000). Isto significa, que um grande nimero de bactérias, com grande potencial de
utilizacdo na agricultura, pode ainda nao ter sido isolada. Além disso, algumas estirpes
poderiam estar em estado ndo cultivavel no ambiente, sendo entdo excluidas das analises
(ROSADO, 2000).

Resultado semelhante foi encontrado por KUKLINSKY-SOBRAL et al. (2005), estes
autores trabalhando com a diversidade de bactérias, através da técnica de DGGE e cultivo em
meio de cultura, presentes no interior de tecidos de plantas de soja, cultivadas com e sem a
aplicacdo de glifosato, verificaram diferencas nos géneros isolados pelas duas técnicas. O que
pode ser explicado em fungdo das fontes de nutrientes utilizados pelo meio de cultura, e pelo
fato de que na técnica de DGGE pode-se utilizar o DNA total extraido diretamente das plantas,
ndo beneficiando grupos especificos de microrganismos. Estes autores também observaram a
ocorréncia do género Herbaspirillum quando utilizado a técnica de DGGE, porém nao foi
observado a presenga deste género quando utilizado o isolamento em meio de cultura.

55



As diferengas observadas também podem ser devidas ao modo de colonizagdo e
estabelecimento da associacdo com a planta dos dois géneros utilizados, ja& que o género
Herbaspirillum tem capacidade de estabelecimento endofitico (SCHLOTER et al., 1994;
BALDANI, 1996; PERIN et al.,, 2003), colonizando preferencialmente tecidos vegetais
internos, enquanto que Burkholderia coloniza mais superficialmente, com carater rizosférico ou
associativo indicando que esta bactéria coloniza provavelmente a rizosfera, e posteriormente, o
interior das plantas (BALDANI, 1996). Outro fator que pode explicar as diferencas observadas
entre as espécies ¢ a selecao natural exercida pelos gen6tipos de arroz utilizados.

A técnica utilizada foi capaz de demonstrar uma ampla ocorréncia de bactérias
diazotroficas nos colmos das plantas de arroz utilizadas, o que corrobora com os resultados
encontrados por BARRAQUIO et al. (1997). Entretanto, a técnica de DGGE nao foi capaz de
separar as estirpes de HRC 54 ¢ ZAE94 de Herbaspirillum seropedicae nas condigdes testadas.
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5- CONCLUSOES

a) O pH ndo influenciou na sobrevivéncia da estirpe ZAE 94 durante o periodo de
armazenamento de 180 dias.

b) Os resultados indicam que deve ser utilizado teor de umidade ao redor de 60 % para
os inoculantes preparados com a turfa e bactéria diazotréfica utilizada neste trabalho.

¢) A inoculacio da estirpe ZAE 94 foi capaz de suprir at¢é 50 kg de N .ha'
dependendo da cultivar utilizada.

d) Nao foi observado efeito da reinoculagdo sobre os parametros estudados nas
condi¢des testadas, indicando que a inoculacdo deve ser feita em todos os plantios.

e) O estudo da diversidade mostrou que os gendtipos de arroz e estirpe utilizados
influenciaram a comunidade de bactérias presentes nas plantas de arroz.

f) O uso da técnica de DGGE mostrou uma ampla ocorréncia de bandas na mesma
altura da espécie Herbaspirillum seropedicae, mostrando que esta bactéria tem grande
capacidade de colonizar a planta hospedeira.
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6- CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a sobrevivéncia das bactérias
diazotréficas em veiculo turfoso foi mantida por periodos de até 180 dias em geladeira, com
populagdo de bactérias diazotroficas ao redor de 10° células/g de turfa nas condigdes testadas.
Entretanto, estudos com diferentes temperaturas de armazenamento devem ser considerados
de modo a determinar a validade do produto em prateleira.

Os resultados mostraram também que a inoculagdo das bactérias diazotréficas em
veiculo turfoso, apresentou resultados estatisticamente iguais as testemunhas adubadas com
20 e 50 kg de N.ha'!, sugerindo entdio, que a inocula¢do pode suprir 20 kg.ha! ou mais de N,
dependendo da variedade de arroz, bem como, das condi¢cdes de plantio, como por exemplo,
tipo de solo, clima, entre outros. Embora resultados promissores tenham sido obtidos neste
trabalho e em muitos outros experimentos de inoculacdo, faz-se necessario ainda, para a
recomendacdo e adog¢do da pratica de inoculagdo em condigdes de campo, ensaios em
diferentes regides produtoras de arroz, além da utilizacdo de cultivares adaptadas as estas
condi¢des regiomais. O ideal é que o experimento seja conduzido por ciclos consecutivos da
cultura.

A dosagem dos inoculantes turfosos foi em torno de 250 g de inoculante, com 10°/10'°
células/g de inoculante, para 20 kg de sementes de arroz, utilizando goma ardbica com
adesivo. O aumento da dosagem do inoculante nas sementes ¢ uma estratégia interessante e
deve ser considerada para aumentar a eficiéncia do processo de inoculacdo destas bactérias
diazotroficas.

Os resultados encorajam os estudos de inoculacdo, bem como o isolamento e selecio
de novas estirpes eficientes que possam ser utilizadas nas mais diferentes culturas de plantas
ndo leguminosas. Vale lembrar, que uma redugio minima de 20 kg de N . ha™!, considerando a
area plantada no Brasil com culturas como milho, trigo, cana-de-agucar e arroz a economia
com a aplicagdo de N seria na casa dos bilhdes de reais ao ano.
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