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O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de arroz (Oryza sativa) do
mundo, e a maior parcela de sua producdo é proveniente dos ecossistemas de
varzeas, sendo o Rio Grande do Sul (RS) o maior produtor nacional. A producao de
arroz é dependente de fertilizantes nitrogenados, 0s quais apresentam custos
elevados e alta capacidade de poluir o0 meio ambiente. Uma alternativa para a
reducdo na aplicacdo de nitrogénio (N) é a inoculacdo de bactérias diazotroficas
capazes de promover a fixacao bioldgica de N (FBN) e, ou, o crescimento vegetal
em arroz. O objetivo deste trabalho foi selecionar e avaliar a eficiéncia de bactérias
diazotroficas endofiticas isoladas de diferentes variedades de arroz, e o potencial de
contribuicdo da FBN destes isolados na cultura em questdo, sob condicdo de
inundagédo. Foram realizados trés estudos. No primeiro, foi realizado o isolamento de
bactérias diazotroficas presentes em 20 variedades de arroz irrigado cultivadas no
RS. No segundo, os isolados obtidos foram testados quanto a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, produzir e liberar acido-3-indol-acético (AlA) e promover o
crescimento de dez cultivares de arroz irrigado sob condi¢cdes gnotobiodticas. No
terceiro estudo, foi realizado um experimento de casa de vegetacdo com 0s quatro
isolados que proporcionaram melhor crescimento vegetal e as trés cultivares que
mais responderam a inoculagédo no teste in vitro. Nos testes com inoculacao foi
utilizada a estirpe BR11417 (ZAE94 — Herbaspirillum seropedicae) como referéncia.
Foram obtidos 35 isolados da raiz e da parte aérea das cultivares de arroz irrigado
testadas, e todos apresentaram capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e
produzir e liberar AIA in vitro. Em experimento sob condi¢cdes gnotobidticas as
cultivares IRGA 409, Puita Inta-CL e Pampa demonstraram ser as cultivares mais
responsivas a inoculacao, e os isolados 12, 13, 29 foram aqueles que apresentaram
maior promocao de crescimento vegetal. Em casa de vegetacao, a cultivar IRGA 409
foi a que mais respondeu a inoculagéao e o isolado 12, aquele que proporcionou 0s
maiores beneficios em relacdo ao perfilhamento de plantas e producdo de matéria
seca nas cultivares de arroz irrigado estudadas.

Palavras-chave: bioprospeccao, eficiéncia, fixacdo biolégica de nitrogénio,
crescimento vegetal.
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Brazil is one of the largest producers and consumers of rice (Oryza sativa) in the
world, and the largest portion of its production comes from floodplain ecosystems,
and Rio Grande do Sul (RS), the largest national producer. Rice production is
dependent on nitrogen fertilizers, which have high costs and high capacity to pollute
the environment. An alternative to reducing the application of nitrogen (N) is
inoculated Diazotrophic able to promote biological fixation of nitrogen (BNF) and or,
in rice plant growth. The aim of this study was to select and evaluate the efficiency of
diazotrophic bacteria isolated from different rice varieties, and the potential
contribution of BNF these isolates in the culture in question, under flooding
conditions. Three studies were performed. In the first, we performed the isolation of
diazotrophic bacteria present in 20 varieties of rice grown in RS. In the second, the
isolates were tested for their ability to fix atmospheric nitrogen, produce and release
acid-indole-3-acetic acid (IAA) and promote growth ten rice cultivars under conditions
gnotobiotics. In the third study, an experiment was conducted in a greenhouse with
four isolates that showed improved plant growth and the three cultivars responded
more inoculation in vitro test. In tests with inoculation was used strain BR11417
(ZAE94 - Herbaspirillum seropedicae) as a reference. 35 isolates were obtained from
roots and shoots of rice cultivars tested, and all showed the ability to fix atmospheric
nitrogen and produce and release IAA in vitro. In the experiment under conditions
gnotobiotics cultivars IRGA 409, Puita Inta-CL and Pampa cultivars proved more
responsive to inoculation and isolates 12, 13, 29 were those who had higher plant
growth promotion. In the greenhouse, the IRGA 409 was the one that responded to
inoculation and isolated 12, who provided the greatest benefits in relation to plant
tillering and dry matter production in rice cultivars studied.

Keywords: bioprospecting, efficiency, nitrogen fixation, plant growth.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de arroz (Oryza sativa)
do mundo, sendo a maior parcela de sua producao proveniente dos ecossistemas de
varzeas do Estado do Rio Grande do Sul (RS), as quais séo irrigadas por inundacgao.
O RS produz 66% do arroz do pais, sendo o arroz irrigado notadamente o que
apresenta maior produtividade, quando comparado ao arroz de terras altas (CONAB,
2013; MUNARETO et al., 2010). As altas produtividades dependem, sobretudo, da
disponibilidade do nitrogénio (N) para a cultura, que € proveniente principalmente da
adubacgéo com fertilizantes nitrogenados, da mineralizagdo do N presente na matéria
organica do solo (KUNDU; LADHA, 1995) e da Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio
(FBN).

Estudos tém demonstrado que parte das exigéncias do arroz em relacdo ao N
pode ser suprida pelo processo de FBN, por meio da associacdo estabelecida com
bactérias diazotréficas (LADHA et al., 1987; ARAUJO et al., 2013). As bactérias
diazotréficas além de fixarem N atmosférico (HUERGO et al., 2008) podem estimular
o crescimento das plantas pelo aumento na atividade da redutase do nitrato
(CASSAN et al., 2008), producdo de hormonios de crescimento vegetal (PENG et
al., 2002; ; GUIMARAES; BALDANI, 2013), e outras moléculas (PERRING et al.,
2007) e solubilizacdo de fosfato (MARRA et al., 2012), ou seja, promovem O
crescimento das plantas diretamente pela producdo de metabdlitos. A sintese de
antibiéticos pelos micro-organismos € uma forma indireta de promocdo do
crescimento, estes compostos podem diminuir os efeitos deletérios de micro-
organismos fitopatogénicos (CORREA et al., 2008). Em geral, acredita-se que essas
bactérias beneficiam o crescimento das plantas por uma combinagdo destes
mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003) ou pela presenca de apenas um deles.

No Brasil, experimentos conduzidos para avaliar o potencial de bactérias
diazotréficas em diferentes gendtipos de arroz, tém demonstrado respostas
diferenciadas quanto a FBN (RODRIGUES et al., 2008; FERREIRA et al., 2010;
ARAUJO et al., 2013; GUIMARAES et al., 2013). Com isso, os diferentes genétipos
cultivados devem ser considerados durante a selecdo de estirpes com potencial em
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realizar a FBN. A selecdo de gendtipos de plantas responsivos a FBN é de
fundamental importancia para a reducéo do uso de fertilizantes nitrogenados em
diversas culturas de importancia econémica (URQUIAGA et al., 1992; BALDANI et
al., 1997; REIS et al., 2000). Normalmente, o melhoramento genético de espécies
vegetais prioriza caracteristicas como produtividade, eficiéncia no uso de fertilizantes
e a resisténcia a doencas, deixando, via de regra, de considerar as interagdes entre
plantas e micro-organismos promotores de crescimento, alguns dos quais com a
capacidade de realizar a FBN (MONTANEZ et al., 2009).

Embora haja recomendacdo de uso de fertilizantes nitrogenados para a
cultura do arroz, resultados de pesquisa sugerem que é possivel que a mesma se
beneficie da FBN (FERREIRA et al., 2010; ARAUJO et al., 2013; GUIMARAES et al.,
2013). A selecdo de novas estirpes capazes de suprir parcial ou totalmente as
necessidades de N quando em associacdo com o arroz, tem sido tema de
pesquisas, buscando-se a reducao dos custos de producao, devido ao alto custo dos
fertilizantes nitrogenados e dos impactos negativos no ambiente.

Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram isolar, selecionar e avaliar a
eficiéncia de bactérias diazotréficas endofiticas, obtidas de diferentes cultivares de
arroz irrigado cultivadas no Estado do RS, no fornecimento de N e na promocéao de
crescimento de plantas de arroz cultivadas em condi¢do de inundacao.

12



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Orizicultura

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz (Oryza sativa)
destaca-se pela producéo e area de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto
no aspecto econébmico quanto social. O arroz é considerado uma das culturas de
maior importancia, sendo a principal fonte de calorias e proteinas essenciais e
representando uma importante fonte de alimento para a populacéo, principalmente
em paises em desenvolvimento, como na Asia e Oceania, onde vivem 70% da
populacéo total dos paises em desenvolvimento e cerca de dois ter¢os da populagéo
subnutrida mundial (EMBRAPA 2005; FAO, 2010). A ampla adaptabilidade do arroz,
aliada a sua habilidade de produzir nas mais diversas regides e ao continuado
esforco da pesquisa em todo o mundo, assegura que 0 seu gréo permaneca sendo o
mais importante produto de consumo do homem (TERRES et al., 2004).

O maior produtor mundial de arroz é a China, representando
aproximadamente 30% da producdo mundial, seguido da india e Indonésia (USDA,
2012). O Brasil destaca-se como o maior produtor de fora do continente asiatico e o
nono produtor mundial do cereal. A safra nacional de arroz 2011/12 produziu
11.559,2 mil toneladas, com uma produtividade média nacional de 4,7 Mg ha™
(CONAB, 2012).

Os Estados de Santa Catarina e RS s&o os principais produtores de arroz do
Brasil, totalizando 70% da producdo nacional, sendo considerados os estados
responsaveis pelo suprimento desse cereal a populacéo brasileira. O RS é o maior
produtor nacional, responsavel por cerca de 60% da producdo do grdo no pais
(SOSBAI, 2012). No RS o cultivo do arroz é realizado principalmente em varzeas,
onde as condicbes Otimas para o0 desenvolvimento da cultura quanto a
disponibilidade de agua possibilita que alguns genotipos atinjam produtividades de
até 12 Mg ha™* (GUIMARAES et al., 2010).
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2.2 Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um elemento essencial na sintese de proteinas e enzimas
que garantem a vida do vegetal, aléem de participar direta e indiretamente de
diversos processos bioguimicos das plantas (CARVALHO, 2002; FAGERIA; STONE,
2003; TAIZ; ZEIGER, 2005). O N é o nutriente mineral quantitativamente mais
importante para a fisiologia vegetal. Dessa forma, seu ciclo na natureza € um dos
gue mais afeta as variadas formas de vida no planeta (VAN LOON; DUFFY, 2001).
Com excecéao do potassio, o N € o nutriente que a planta de arroz acumula em maior
guantidade (FAGERIA; BALIGAR, 1997).

Dentre as varias formas de incrementar a producdo vegetal, destaca-se a
importancia do suprimento de nitrogénio. No arroz o aporte de N é de grande
importancia no acumulo de massa seca, refletindo de maneira positiva na producao
do vegetal; além de ser responsavel por aumentar o nimero de paniculas por area,
namero de espiguetas por panicula, fertilidade das espiguetas, assim como a massa
dos grdos (AKITA, 1989). Os processos que se constituem fontes capazes de
fornecer grandes quantidades de nitrogénio sdo a decomposicdo da matéria
organica do solo, a utilizacao de fertilizantes nitrogenados e a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) da atmosfera (KUSS, 2006).

Os fertilizantes nitrogenados possuem um custo bastante elevado e a sua
utilizacdo de forma irracional pode causar danos ao meio ambiente. E importante
gue o manejo das culturas vise ndo somente a reducdo nos custos de producéao,
mas também a diminui¢do dos niveis de poluicdo causados pelo uso indiscriminado
deste nutriente (GUIMARAES, 2006).

A dinamica do nitrogénio em sistemas de producdo de arroz irrigado €
extremamente complexa devido a multiplicidade de formas quimicas, reacbes e
processos nos quais esta envolvido. Isto reflete no baixo aproveitamento do
nutriente - proveniente de fertilizantes minerais - pela cultura, que raramente excede
50% da quantidade aplicada (EMBRAPA, 2005). Dentre os mecanismos envolvidos
nas perdas de nitrogénio o sistema solo-planta, a desnitrificacdo é o principal. Além
disso, a baixa eficiéncia das adubacdes nitrogenadas pode resultar na contaminacéo
dos mananciais d’agua pelo nitrato (NO3’) (REEVES et al., 2002), na acidificacao do

solo e a emissdo de 6xido nitroso (N.O) para a atmosfera, gas que contribui para a
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destruicdo da camada de ozonio, sendo 300% mais poluente que o CO,
(GUIMARAES, 2006).

Assume-se, portanto, a grande importancia a adequacdo do sistema
produtivo, visando a elevacéo da eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio pelo arroz,
mediante o aprimoramento das praticas de manejo que ndo somente reduzam 0s
custos na producdo, mas também diminua os niveis de poluicdo ambiental causados
pelo uso de fertilizantes nitrogenados (GUIMARAES et al., 2010).

Apesar da abundante quantidade de N na atmosfera terrestre -
aproximadamente 78% do ar atmosférico na forma molecular N, - 0 mesmo néo é
assimilavel pelas plantas, uma vez que a ligacao tripla e covalente desta molécula
nao pode ser rompida pelas plantas (FERREIRA et al., 2011). As principais formas
de N assimilaveis pelas plantas sdo o ion nitrato (NO3) e o ion aménio (NH,)
(FERNADES; SOUZA, 2006).

2.3 Fixacéo Biol6gica de Nitrogénio (FBN)

A fixac&o bioldgica de nitrogénio (FBN) é a reducéo do N, atmosférico a NH3"
(ambnia), tornando-o potencialmente assimilavel pelas plantas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Esse processo € realizado por micro-organismos do grupo dos
Procariotos, como algumas espécies de bactérias, actinomicetos e cianobatérias.
Esses micro-organismos capazes de realizar a FBN s&o denominados
genericamente de bactérias diazotroficas.

Plantas capazes de formar associacdes com bactérias diazotrofias podem se
beneficiar da FBN. A simbiose mutualistica que ocorre entre determinadas bactérias
e plantas da familia Leguminosae (ex.: soja, feijao, amendoim) sdo os sistemas mais
estudados. Nessa associagdo simbiotica sdo observados os maiores ganhos via
FBN. Nas raizes das leguminosas formam-se estruturas especializadas
denominadas de nodulos, nos quais ocorre a FBN a elevadas taxas (SPRENT e
SPRENT, 1990). Entretanto, outras associacfes, como as que ocorrem com
bactérias diazotroficas e plantas da familia Poaceae (ex.: arroz, cana-de-agucar,

trigo, milho, sorgo sacarino), também apresentam importancia neste ciclo.
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A associacdo entre bactérias diazotréficas e plantas da familia das poaceas
(antiga gramineas) ndo apresenta uma interacdo tipicamente simbidtica, como
ocorre nas leguminosas, com a formacéo de estruturas especializadas para a FBN
(nédulos). Nesse tipo de associacdo as bactérias podem invadir o tecido das plantas
através de ferimentos na epiderme, pontos de emissdo de raizes secundarias e
estbmatos, sendo distribuidas para o restante da planta via vasos condutores (REIS
et al., 2006). De maneira geral, a planta produz e libera para as bactérias produtos
fotossintetizados, em contrapartida as bactérias fixam o N atmosférico e transferem
NH;" para a planta (FERREIRA et al., 2011).

Bactérias diazotréficas endofiticas sdo bactérias que possuem a habilidade de
colonizarem principalmente o interior de raizes de poaceas. Essas bactérias sdo
divididas em dois grupos: endofiticas facultativas, que sdo capazes de colonizar
tanto a rizosfera, quanto o interior das plantas e em endofiticos obrigatérios, que sédo
capazes de colonizar e sobreviver somente no interior das raizes e parte aérea
(BALDANI,et al., 1987). As bactérias presentes nesses dois grupos, incluindo
Herbaspirillum seropedicae, apresentam baixa sobrevivéncia no solo (Olivares et al.,
1996).

Além da capacidade de converter nitrogénio atmosférico em aménia, forma de
N que pode ser utilizada pela planta, as bactérias diazotréficas fazem parte das
bactérias denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (plant
growth-promoting rhizobacteria — PGPR). Desta forma seus efeitos positivos podem
ocorrer por influéncia direta ou indireta (SABINO, 2007), através da producdo de
hormbnios vegetais, solubilizacdo de fosfato e seu antagonismo a espécies
patogénicas (BALDANI & BALDANI, 2005; MOREIRA et al. 2010; HUNGRIA, 2011).
Um dos principais hormonios vegetais produzidos e liberados por PGPR é o acido
indolacético (AIA) (BHATTACHARYYA & JHA, 2012). Esse fitorregulador pode
promover o aumento no numero de pelos radiculares e no comprimento das raizes
(Barbieri et al., 1986), possuindo importante papel na recuperacao e na conservagao
de ecossistemas (BAZZICALUPO & OKON, 2000; MELLONI et al., 2004).

A procura por bactérias diazotréficas, capazes de converter nitrogénio gasoso
da atmosfera em amoénia disponivel para a planta, levou o isolamento de diversas
bactérias a partir do solo, da rizosfera, do rizoplano e do interior dos tecidos vegetais
de poaceas e outras familias (DOBEREINER et al., 1995; DOBBELAERE et al.,
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2003). Bactérias endofiticas facultativas, que habitam a rizosfera de poaceas e tem a
capacidade de penetrar nas plantas, tém sido descritas como Azospirillum spp.
acillus spp. e Paenibacillus spp, que quando utilizadas como inoculante, apresentam
efeitos benéficos ao crescimento vegetal (SELDIN et al., 1998; CURA et al., 2005).
Outras bactérias, por sua habilidade de colonizar os tecidos internos das plantas e
estabelecer intrinsecas relagbes de associacdo com seu hospedeiro, tém
apresentado eficiente fixacdo de nitrogénio atmosférico, como € o caso de
Gluconacetobacter diazotrophicus (GILLIS et al., 1989) e Herbaspirillum spp.
(GYANESHWAR et al., 2001).

Estudos que visem aumentar o conhecimento sobre a interagdo entre as
plantas de arroz e bactérias diazotréficas, podem contribuir para a selecdo de
estirpes de bactérias diazotroficas e sistemas de producdo que potencializem a
contribuicdo da FBN, e outros mecanismos de promocao de crescimento, as plantas
(GUIMARAES et al., 2010). Tal condicdo pode resultar na diminuicdo da aplicacéo
de fertilizantes sintéticos, principalmente os nitrogenados, na cultura do arroz.

O sucesso na utilizacdo de bactérias diazotréficas como inoculante esta
relacionado a habilidade de selecionar, incorporar e manter populacdes benéficas no
campo, sendo que se busca o desenvolvimento de sistemas de produgcdo e manejo
que beneficiem as populacdes de diazotréficos. Pesquisas apontam para o fato de
qgue o arroz forma associacbes com variadas espécies de bactérias fixadoras de
nitrogénio, e que alguns destes micro-organismos podem ser responsaveis por
suprir as plantas com o nitrogénio necessario ao seu crescimento ou substancias
promotoras de crescimento (KUSS et al., 2008).

A cultura do arroz irrigado apresenta uma ecologia microbiana especial, com
mudancas na diversidade, estrutura e dindmica de comunidades (KUSS, 2006). O
solo cultivado com arroz irrigado pode ser considerado um sistema com trés
compartimentos, caracterizados por diferentes condigdes fisico-quimicas (LIESACK
et al., 2000), sendo formado por (i) uma camada superficial oxidada, apresentando
oxigénio dissolvido e compostos oxidados, (i) uma camada reduzida, sem a
presenca de oxigénio e (iii) outra camada oxidada, localizada na rizosfera do arroz,
gue representa a regido do solo imediatamente em contato com a raiz e que sofre
influéncias da atividade do sistema radicular (SOUZA et al.,, 2012). A camada

reduzida formada durante o alagamento do arroz promove um ambiente adequado
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ao desenvolvimento de bactérias microaerofilicas como as do género Azospirillum
(DOBEREINER, 1990; CARDOSO et al., 2010; SOUZA et al., 2012), além de
fornecer uma fonte constante e regular de substratos de carbono (LADHA &
REDDY, 2003).

Diferentes variedades de arroz podem responder de forma diferente a
inoculacdo com bactérias diazotroficas (GUIMARAES et al. 2003; GUIMARAES et
al., 2010; VIANA, 2012; GUIMARAES et al. 2013). Guimaraes et al. (2000) avaliaram
a capacidade de resposta de trés cultivares de arroz irrigado a inoculagdo com
diferentes estirpes de Burkholderia spp. e encontraram variacées de 67 a 111% na
massa seca produzida pelas plantulas de arroz avaliadas, em relagcéo a testemunha,
atribuindo-se estas diferencas a especificidade entre estirpes bacterianas e
cultivares utilizadas. Kuss et al. (2007) ao analisar a inoculacdo das bactérias
diazotréficas sobre o desenvolvimento de arroz em solucdo nutritiva, também
encontrou diferencas entre cultivares de arroz irrigado na fixagcdo de N e efeitos de
diferentes estirpes bacterianas utilizadas, encontrando cultivares com melhores
respostas a inoculacao, avaliada através do crescimento das plantulas de arroz. A
identificacdo de cultivares que se beneficiem do processo de FBN é uma das etapas
primarias, fundamentais para viabilizar os estudos de identificacdo de micro-

organismos e suas relagdes com a planta (CAMPOS et al., 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Densidade e isolamento de bactérias diazotr6ficas endofiticas de

diferentes variedades de arroz.

O experimento para o isolamento e contagem do numero de células de
bactérias diazotroficas foi realizado a partir do cultivo de plantas de arroz em camara
de crescimento (fitotron), com controle de temperatura e luminosidade, durante o
més de junho de 2012. Foram utilizadas 20 cultivares de arroz irrigado produzidas
no estado do Rio Grande do Sul, sendo: BRS Queréncia, Puitd Inta, IRGA 420,
IRGA 409, IRGA 426, IRGA 423, IRGA 421, IRGA 414, IRGA 418, IRGA 425, IRGA
428, BR IRGA 410, BRS TAIM, IRGA 422 CL, IRGA 416, IRGA 417, IRGA 427,
IRGA 424, BRS SINUELO e BRS PAMPA.

As 20 cultivares foram semeadas em vasos contendo 1 kg de solo de um
Planossolo Hidromorfico Eutrofico arénico (EMBRAPA, 2006), coletado na area
experimental pertencente ao Departamento de Fitotecnia da UFSM-RS, em uma
area de varzea cultivada anteriormente com arroz. O solo apresentava as seguintes
caracteristicas fisicas e quimicas: 2,06% de matéria organica; 21% de argila; 42,6
mg dm™® de S; 36,3 mg dm®de P; 292,0 mg dm®de K; 4,6 cmol. dm™ de Ca; 1,8
cmol. dm™ de Mg; pH H,O de 4,7; CTC a pH7 de 14,6 cmol. dm™.

Antes do plantio, as sementes das cultivares foram desinfestadas conforme
Hurek et al. (1994), para que a microbiota associada a planta correspondesse
apenas aquela presente no solo. Apds 30 dias, as 20 plantas foram colhidas para o
isolamento e a contagem do numero de células viaveis. Os micro-organismos
diazotréficos foram quantificados usando a técnica de diluicdo seriada, com a
utilizacéo de trés meios de cultivo semiseletivos livres de nitrogénio (N): INFb, NFb e
LGI. Esses meios tém sido utilizados para a quantificacdo e o isolamento de
bactérias da espécie Herbaspirillum seropedicae, do género Azospirillum ssp. e da

espécie Azospirillum amazonense, respectivamente.
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Para o isolamento e contagem das células, as amostras de raiz e parte aérea
foram separadas, lavadas e desinfestadas superficialmente com alcool 70%, por um
minuto, hipoclorito de sddio 2%, por 5 minutos e lavagem com agua destilada
autoclavada. Um grama de material vegetal foi suspendido com 9 mL de solugéo
salina e maceradas com auxilio de cadinho e pistilo. A soluc¢éo resultante foi diluida
sucessivamente até 10 para as raizes e 10™ para a parte aérea. Aliquotas de 100
uL de cada diluicdo, foram inoculadas em frascos contendo 5,5 mL de cada meio de
cultura semissolido. Foram utilizadas trés repeticbes por diluicdo inoculada nos
frascos contendo meio semissélido, os quais foram incubados a 30 °C em
incubadora BOD. No sétimo dia de incubacao foram realizadas as avaliagbes sendo
considerados positivos os frascos que apresentaram a formacdo da pelicula
caracteristica do crescimento de bactérias diazotroficas nos meios de cultivo. O
namero de frascos positivos para cada diluicdo foi utilizado para a estimativa do
ndamero de células por grama de matéria fresca de colmos e raizes, utilizando o
método do Numero Mais Provavel (NMP).

As culturas que apresentaram o0 crescimento na forma de pelicula
caracteristica, em ambos os meios de cultivo, foram utilizadas no isolamento e
purificacdo das bactérias diazotroficas (DOBEREINER et al., 1995; BALDANI et al.,
2000).

3.2 Quantificagdo do N; fixado

Para a quantificacdo do N total fixado pelas bactérias diazotréficas isoladas,
uma colbénia pura foi inoculada em meio de cultura liquido (DYGS modificado) e
incubada sob agitacdo por 24h. Apdés a incubacdo, uma aliquota de 100 pL foi
transferida para os meios de cultura semissolidos: NFb e JNFb (trés repeticdes),
ausente de N, e incubado em estufa a 30°C por 72h. Como controle, utilizou-se uma
prova branca, contendo apenas o meio de cultura semissolido ndo inoculado, e uma
prova positiva, contendo o meio de cultura com uma quantidade conhecida de N
(100 ug de NH4%). O nitrogénio total foi quantificado apds digestdo sulfdrica e

destilacdo com NaOH conforme descrito por Camargo et al.,(1999).
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3.3 Producéao de acido-3-indolacético (AlA)

Para verificar o potencial da producéo de auxinas, os isolados foram testados
através do método de microplaca descrito por Sarwar e Kremer (1995). As bactérias
foram cultivadas em meio DYGS liquido por 24 horas sob temperatura de 30°C. Em
seguida, uma aliquota de 20 pL de cultura bacteriana foi inoculada em frascos
contendo 5mL de meio DYGS suplementado com L-triptofano na concentragéo final
de 100 mg mL™. Os tubos permaneceram no escuro sob agitacdo de 150 rpm e
temperatura de 30°C. Aliquotas de um mL foram retiradas ap6s 48 horas de cultivo e
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos. Em microplacas de 96 poc¢os, uma
aliquota de 150 pL do sobrenadante foi misturado a 100 yL do reagente de
Salkowski (1 mL de 0,5 M FeCl; em 49 mL de acido perclérico 35 %) previamente
preparado. As amostras permaneceram no escuro por 30 minutos sob temperatura
ambiente e a leitura de absorbancia foi feita em um leitor de microplaca em um
comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo dos compostos inddlicos foi
estimada utilizando uma curva padrdo previamente preparada com quantidades
conhecidas de &cido indolacético (25 a 300 mg mL™).

Para normalizar os valores da determinacdo dos compostos indélicos, o
conteudo de proteinas foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976). As
células centrifugadas durante o procedimento de determinacdo dos compostos
inddlicos foram ressuspendidas em 1 mL de meio DYGS liquido, aliquotas de 100 pL
desta suspenséo foram transferidas para um tubo contendo 100 yL de NaOH 1mol L
! A mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente para lise das
células. Posteriormente, 100 yL da solugédo anterior foi adicionado a 900 pL de
solucéo de Bradford e incubada sob temperatura de 37°C por 30 minutos. As leituras
foram feitas em leitor de microplaca com comprimento de onda de 595 nm. A
concentracdo de proteina foi determinada usando a curva padrdo obtida pelos
valores de absorbéancia das quantidades conhecidas de BSA (soro-albumina bovina),
nas seguintes concentragdes: 0, 2, 4, 8, 12, 16 e 25 ug mL™. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata e o resultado foi decorrente de uma média das 3

leituras.
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3.4 Experimento de inoculagdo in vitro

As dez cultivares de arroz irrigado que apresentaram 0os maiores niumeros de
células de diazotroficos por grama de matéria fresca no primeiro estudo foram
selecionadas para comporem o estudo in vitro. Estas dez cultivares foram
inoculadas com as 9 estirpes de bactérias diazotroficas que obtiveram os melhores
resultados nos testes de quantificacdo do N fixado e de producéo de auxinas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (10 x 11) em delineamento
inteiramente casualisado (DIC), com 3 repeticdes, onde foram analisados 10
variedades de arroz irrigado inoculadas com 9 isolados de diazoétroficos, além do
isolado ZAE94 (Herbaspirillum seropedicae - depositado na colec¢éo de culturas de
bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia com o codigo BR11417) cedido
pela Embrapa Agrobiologia e um controle sem inoculacao.

O experimento foi conduzido em tubos de ensaio com capacidade para 120
mL, contendo 60 mL de solugdo de Hoagland’s sem nitrogénio, com 6 g de agar/L.
Os tubos, contendo a solucédo nutritiva agarizada, foram tampados com uma rolha de
algodao e esterilizados em autoclave. Apos a esterilizacdo e a solidificacdo do agar
as sementes previamente esterilizadas de acordo com Hurek et al. (1994), foram
semeadas na superficie do meio e logo ap6s inoculadas com 1 mL de cultura
bacteriana.

Aos vinte e cinco dias da conducdo do experimento as plantulas foram
colhidas e analisadas quanto a sua matéria fresca de planta inteira, altura da parte

aérea e comprimento de raiz.

3.5 Experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo nos meses de marco a
maio de 2013. Foram utilizados vasos plasticos com capacidade de 5 kg, sendo
preenchido com 4 kg de um Planossolo Haplico eutrofico arénico (EMBRAPA, 2006).
O solo foi coletado de uma area de varzea néo cultivada nos ultimos anos com
arroz, no Departamento de Solos da UFSM-RS. As caracteristicas quimicas e fisicas

do solo na camada de 0-20 cm foram: 2,2% de matéria organica; 29% de argila; 6
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mg dm2de P; 88 mg dm2de K; 3,3 cmol, dm™ de Ca; 1,7 cmol. dm™ de Mg; pH H,0O
de 4,3; CTC pH7 % 22,6 cmol. dm™. A correcéo da fertilidade do solo foi realizada
segundo recomendacdes para o0 uso de corretivos e fertilizantes conforme Comissao
de Quimica e Fertilidade do Solo (CQFS) — RS-SC (2004).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
com esquema fatorial 3 (cultivares) x 4 (estirpes), com trés repeticdes, com 0sS
seguintes tratamentos: inoculacdo (Isol.12; Isol.12+50%N; Isol.13; Isol.13+50%N;
Isol.29; 1s0l.29+50%N; ZAE94; ZAE94+50%N), além de trés controles nao
inoculados, um sem nitrogénio mineral, um com 50% da dose recomendada N (30
kg de N ha™) e outro com 100% da dose de N recomendada (60 kg de N ha™), e trés
variedades de arroz irrigado, IRGA 409, Puita Inta-CL e BRS Pampa. As estirpes
gue apresentaram melhor eficiéncia na associ¢céo no teste in vitro e as trés cultivares
mais responsivas a inoculagéo foram selecionadas.

As sementes das variedades de arroz foram previamente esterilizadas de
acordo com Hurek et al. (1994). Posteriormente, foi realizada a inoculacdo das
estirpes, com inoculante preparado com turfa esterilizada em autoclave, na
proporcao 2:1 de turfa e culturas em meio DYGS. O numero de células viaveis foi
determinado pelo método do Numero Mais Provavel (NMP) nos meios de cultura
NFb e JNFb, obtendo-se o valor de 1,4x10° células viaveis/mL.

Antes do plantio, as sementes foram envoltas na turfa e secas a sombra, na
proporcao de 10 g do inoculante por kg de semente. Foram semeadas 6 sementes
por vasos e apos 10 dias foram mantidas 2 plantas por vasos.

A adubacao nitrogenada foi realizada segundo recomendac¢éo da Comisséo
de Quimica e Fertilidade do Solo (CQFS) — RS-SC (2004). O nitrogénio foi aplicado
na forma de ureia, sendo parcelado em duas vezes, com a primeira aplicacdo aos 15
dias apds emergéncia das plantulas, totalizando a metade da dose recomendada, e
a segunda aplicacdo aos 30 dias apds a emergéncia das plantulas. Em todos as
parcelas, o alagamento do solo teve inicio 15 dias apds a emergéncia das plantas e
mantido até a colheita, através de uma lamina de agua com aproximadamente 5 cm
de altura.

Apos 60 dias de cultivo foram avaliadas a producdo de matéria seca da parte
aérea, matéria seca de raizes, altura das plantas, perfilhamento e nitrogénio total. As

plantas foram colhidas, cortando-se a parte aérea rente ao solo e o material colhido
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foi lavado com &gua destilada. A parte aérea e as raizes foram secas em estufa com
circulacdo forcada de ar, a 60—70°C, até atingir massa constante. Apds o material foi
moido e analisado quanto aos teores de N total em analisador elementar (modelo
FlashEA 1112, Thermo Finnigan, Milan, Italia).

3.6 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SISVAR 5.0 (FERREIRA,
2003), sendo a comparacao de médias realizada pelo teste Scott-Knott (SCOTT &
KNOTT, 1974) a 5 % de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Contagem e isolamento de bactérias diazotroficas

A populacéo de bactérias diazotréficas endofiticas na parte aérea obtidas em
meio de cultivo JNFb, semisseletivo para o género Herbaspirillum, variou de 0,60 a
3,15 Log do nimero de células g* de matéria fresca. Resultado semelhante foi
observado para as bactérias oriundas em meio LGI, semisseletivo para Azospirillum
amazonense (Tabela 1). Quando as contagens das populacdes foram realizadas em
meio semissoélido NFb, semisseletivo para o género Azospirillum, houve uma
variacdo de 1,18 a 3,15 Log do numero de células g* de matéria fresca. Com
relagdo a populacdo de bactérias diazotroficas endofiticas isoladas das raizes estes
variaram (expressos em log do nimero de células g* de matéria fresca) de 0,95 a
4,14 fresca para o meio JNFb, de 1,54 a 4,15 para o meio NFb e de 1,40 a 4,15 para
o0 meio LGIl. As maiores popula¢cBes de bactérias diazotréficas foram obtidas das
raizes das cultivares IRGA 420, IRGA 426, IRGA 422-CL, IRGA 418, IRGA 417,
Puita Inta-CL, BRS Taim e BRS Pampa.

Para a obtencéo dos isolados foram utilizados somente os meios NFb e JNFb,
por serem 0s meios mais utilizados para a obtencao de isolados de diazotréficos em
arroz. Foram obtidos 35 isolados, dos quais 20 foram isolados do meio semissélido
NFb e 15 do meio JNFb.. Destes, 24 foram obtidos do sistema radicular e 11 da
parte aérea das plantas. Do total, 8 foram isolados da cultivar IRGA 428, 6 da
cultivar Puitd Inta-CL, 3 das plantas de arroz que cresceram espontaneamente na
area de varzea onde foi coletado o solo para o primeiro estudo (Puita Inta-CL V), 7
da cultivar IRGA 426, 6 da cultivar IRGA 418, 2 da cultivar IRGA 417, 1 da cultivar
IRGA 416, 1 da cultivar IRGA 422 e 3 isolados da cultivar IRGA 424 (Tabela 2).
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Tabela 1- Logaritmo (logip) do nimero de bactérias diazotréficas presentes na parte
aérea e nas raizes das cultivares estudadas, nos trés meios de cultivo testados, pela
técnica do numero mais provavel (n° de células por grama de matéria fresca).

PARTE AEREA RAIZ

CULTIVAR JNFb* NFb** LG[*** JNFb NFb LGI
IRGA 427 0,60 1,18 1,18 4,04 3,15 3,30
IRGA 424 2,40 1,40 1,88 3,65 1,88 2,65
BRS SINUELO-CL 3,15 1,81 1,15 2,65 2,30 3,65
BRS TAIM 3,15 3,15 3,15 4,15 415 3,15
IRGA 422-CL 3,15 3,15 3,04 4,04 4,15 3,15
IRGA 416 3,15 3,15 3,15 4,04 4,04 3,18
BR-IRGA 414 1,18 1,40 0,60 3,65 3,04 1,40
BRS QUERENCIA 2.40 1,65 ; 4,15 365 2,15
BR-IRGA 410 1,40 1,98 1,98 2,65 1,88 2,18

IRGA 421 2,65 2,40 1,48 1,78 1,48 -
IRGA 418 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15
IRGA 425 1,40 2,40 3,15 4,04 2,88 2,18
IRGA 428 1,40 1,65 1,88 3,65 415 3,04
IRGA 417 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15
PUITA INTA-CL 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15
BRS PAMPA 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15
IRGA 420 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15
IRGA 423 3,15 3,15 3,15 0,95 1,04 2,20
PUITA INTA-CL V 3,15 3,15 3,15 4,04 4,04 4,15
BR-IRGA 409 2.48 3.15 0,78 1,40 1,54 2,88
IRGA 426 3,15 3,15 3,15 4,15 415 4,15

JNFb*: Herbaspirillum seropedicae; NFb**: Azospirillum ssp e LGI**: Azospirillum

amazonense.

4.2 Fixacdo biolégica de nitrogénio

Todos os isolados fixaram nitrogénio em meio de cultivo (Tabela 2). A taxa de
nitrogénio fixado variou de 40,53 a 96,05 ug N mL™, sendo a média geral de 55 ug N
mL™. Verificou-se que dos 35 isolados testados, o isolado 13, obtido da parte aérea
da cultivar IRGA 418 no meio NFb, semisseletivo para Azospirillum, diferiu
estatisticamente dos demais isolados, fixando 96,05 ug N mL™ de nitrogénio total em

meio de cultura semisseletivo livre de N, 76% a mais do que a média geral; seguido
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de mais 19 isolados que também obtiveram valores elevados na fixagcdo de N
atmosférico. O isolado 6, obtido da raiz da cultivar Puitd Inta - CL no meio
semisseletivo para o género Azospirillum, foi o que apresentou menor valor na

fixacdo de N atmosférico.

4.3 Producdao de acido-3-indolacético (AlA)

Os isolados analisados apresentaram producédo diferenciada de AlA (Tabela
2). Os valores encontrados para as estirpes avaliadas variaram entre 0,87 e 45,56
ug AIA mg™ de proteina. O isolado 14 foi 0 que produziu as maiores quantidades de
AlA, 45,56 pg de AIA mg™ de proteina, sendo este isolado obtido da parte aérea da
cultivar Puita Inta-CL em meio NFb. Os isolados 29, 31, 32 e 24 (oriundos das raizes
das cultivares IRGA426; IRGA424; IRGA426 e IRGA428, respectivamente) e o
isolado 26 (da parte aérea da cultivar IRGA418) produziram 31, 27, 21, 26 e 27 ug
de AIA mg™ de proteina, respectivamente. N&o houve diferenca na producéo de AIA
quanto ao local de isolamentos (raiz ou parte aérea) das bactérias diazotroficas e em
relacdo aos meios utilizados. A menor producdo de AlA foi do isolado 7, obtido da
parte aérea da cultivar IRGA428 em meio JNFb, semisseletivo para bactérias do

género Herbaspirillum.
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Tabela 2- Identificacdo dos isolados obtidos dos diferentes tecidos das cultivares de
arroz testadas, meio de cultura do isolamento, quantidade de N fixado e producéo de
auxina dos isolados.

ISOLADOS CULTIVAR DE TECIDO CU'\CElL?RIZEDO N Fixapo M9 n‘?‘éA’
ISOLAMENTO VEGETAL SOLAMENTO  ME/mL
ISOLADO 1 IRGA 428 RAiZ JNFb 59,27 b 4,32d
ISOLADO 2 PUITA INTA-CL V PARTE AEREA NFb 45,56 ¢ 2,94d
ISOLADO 3 IRGA 428 RAIZ NFb 51,26 ¢ 522d
ISOLADO 4 IRGA 426 RAIZ NFb 55,15b 3,71d
ISOLADO5  PUITA INTA-CL V RAIZ NFb 46,08 ¢ 3,07d
ISOLADO 6 PUITA INTA-CL RAIZ NFb 40,53 ¢ 4,69 d
ISOLADO 7 IRGA 428 PARTE AEREA JNFb 44,39 ¢ 0,26 d
ISOLADO 8 IRGA 428 RAIZ JNFb 40,72 ¢ 6,07 d
ISOLADO 9 IRGA 418 PARTE AEREA NFb 43,47 ¢ 2,79d
ISOLADO 10 IRGA 428 RAIZ NFb 49,35¢ 7,44 d
ISOLADO 11 IRGA 418 RAIZ NFb 49,35¢ 10,56 d
ISOLADO 12 IRGA 428 RAIZ JNFb 61,60 b 20,65 ¢
ISOLADO 13 IRGA 418 PARTE AEREA JNFb 96,05 a 3,63d
ISOLADO 14  PUITA INTA-CL V PARTE AEREA NFb 46,59 ¢ 45,56 a
ISOLADO 15  PUITA INTA-CL RAIZ NFb 49,20 ¢ 6,94 d
ISOLADO 16  PUITA INTA-CL RAIZ NFb 58,72 b 4,81d
ISOLADO 17 IRGA 422 RAIZ NFb 51,30¢ 0,87d
ISOLADO 18 IRGA 417 RAIZ NFb 50,89 ¢ 19,00 ¢
ISOLADO 19 IRGA 426 PARTE AEREA NFb 55,63 b 7,08d
ISOLADO 20 IRGA 428 RAIZ NFb 48,94 ¢ 4,54 d
ISOLADO 21 IRGA 426 RAIZ JNFb Sl,74c 1,07d
ISOLADO 22 IRGA 426 RAIZ JNFb 56,81 b 9,51d
ISOLADO 23 IRGA 418 PARTE AEREA NFb 56,74 b 4,16 d
ISOLADO 24 IRGA 428 RAIZ JNFb 59,49 b 27,29 b
ISOLADO 25 IRGA 424 RAiZ JINFb 63,60 b 10,97 d
ISOLADO 26 IRGA 418 PARTE AEREA NFb 50,01 c 26,67 b
ISOLADO 27 IRGA 428 RAiZ JINFb 65,73 b 6,83d
ISOLADO 28 IRGA 418 PARTE AEREA NFb 55,64 b 6,36 d
ISOLADO 29 IRGA 426 RAiZ JINFb 55,64 b 31,41b
ISOLADO 30 IRGA 417 RAIZ NFb 53,83 b 9,59d
ISOLADO 31 IRGA 424 RAiZ JINFb 60,56 b 27,71b
ISOLADO 32 IRGA 426 RAIZ JNFb 60,37 b 21,34c
ISOLADO 33 IRGA 424 RAiZ JINFb 66,88 b 13,82d
ISOLADO 34 IRGA 426 PARTE AEREA JNFb 60,57 b 4,17d
ISOLADO 35 IRGA 416 PARTE AEREA NFb 56,00 b 0,15d

Médias na coluna seguidas por letras iguais nédo diferem entre si pelo teste de teste Skott Knot, a 5% de probabilidade

28



4.4 Experimento in vitro

As cultivares de arroz irrigado testadas responderam de forma diferenciada
quando inoculadas com os isolados selecionados que apresentaram maiores
producdes de AIA e taxa de fixacdo de nitrogénio in vitro. A producdo de massa
fresca das variedades de arroz variou de 41,3 a 150,8 mg para os diferentes
tratamentos (Tabela 3). A inoculagéo da variedade IRGA 409 com os isolados 12 e
13, proporcionaram incrementos na matéria fresca de 32 e 40% em relacdo a
testemunha sem inoculacdo. As variedades Puita inta-CL e BRS Pampa quando
inoculadas com o isolado 12 produziram 146,2 e 133,8 mg de matéria fresca,
respectivamente. A inoculacdo das variedades IRGA 409 e BRS Pampa com o
isolado ZAE94 proporcionou incrementos significativos em relacdo aos demais
tratamentos.

Em relagdo ao comprimento de raiz, a variedade IRGA 409 quando inoculada
com os isolados 12 e ZAE94 apresentou comprimento de raiz de 6,10 e 4,5 cm,
engquanto a testemunha sem inoculagédo apresentou 3,3 cm (Tabela 4). A inoculacdo
do isolado 13 e ZAE94 proporcionou incrementos no comprimento de raizes de 129
e 82%, respectivamente em relacdo a testemunha sem inoculacdo. Para a variedade
BRS Pampa, o comprimento das raizes com a inoculagdo com os isolados 12, 13 e
ZAE94, variou de 6,16 a 7,25 cm, e a enquanto a testemunha sem inoculacéo

apresentou 5,60 cm.
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Tabela 3- Producéo de matéria fresca (mg) de planta inteira (parte aérea + raiz) de 10 cultivares de arroz irrigado cultivadas in
vitro, com e sem inoculacéo de 10 isolados de bactérias diazotrdficas.

Cultivar S. Inoc

Com Inoculagéo

Isol 12 Isol 13 Isol 14 Isol 24 Isol 27 Isol 29 Isol 31 Isol 33 Isol 34 ZAE94
BR-IRGA409 75,8bB 100,3cA 1058cA 98,96bA 835aB 52,0cB 60,3cC 59,2cB 79,5 bB 115,3 bA 101,9 aA
IRGA417 81,8bB 651cB 117,7bA 104,13bA 118,2aA 140,8aA 113,0aA 133,2aA 88,5 bB 79,9 cB 81,6 bB
IRGA 418 71,7bB 133,8bA 106,5bA 80,10bB 118,0aA 133,3aA 102,4bA 106,3bA 110,8 aA 107,5 bA 54,9 bB
IRGA 422 CL 106,8 aA 127,9bB 106,5bB 116,93aB 100,0aB 150,8aA 132,1aA 107,1bB 111,0dA 88,9 cB 77,2 bB
IRGA 424 69,1bB 131,8bA 126,7aA 115,63aA 849aB 113,5aA 90,0bB 132,2aA 107,9 aA 67,9 cB 76,0 bB
IRGA 426 849bB 126,9bA 1459aA 8556bB 58,1bB 88,6bB 98,4 bB 92,7bB 105,8 aB 142,8 aA 96,8 aB
IRGA 428 76,7bB 1755aA 140,1aA 113,86 aA 950aA 1485aA 130,5aA 65,6cB 115,8 aA 107,3 bB 110,3 aA
PUITAINTACL 63,1 bC 146,2bA 96,0bB 105,65bB 110,8aB 106,2aB 102,9bB 102,8bB 41,3¢cD 79,1 cC 87,8 bB

BRSQUERENCIA 58,8bB 105,8cA 0,00cC 117,30aA 96,8aA 952bA 00dC 110,9bA 72,6 bB 96,0 cA 0,0 cC
BRS PAMPA 120,2aA 133,8bA 93,3bB 141,26 aA 51,1bC 126,7aA 829bB 98,0 bB 83,0 bB 84,5cB 104,0 aB

Médias na coluna e na linha com letras mindsculas e mailsculas, respectivamente, ndo diferem entre si pelo teste de teste Skott Knot, a 5% de

probabilidade.
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Tabela 4- Comprimento de raiz (cm) de 10 cultivares de arroz irrigado cultivadas in vitro com e sem a inoculacdo de 10
isolados de bactérias diazotroficas.

Cultivar S. Inoc Com Inoculacéo

Isol 12 Isol 13 Isol 14 Isol 24 Isol 27 Isol 29 Isol 31 Isol 33 Isol 34 ZAE94

BR-IRGA 409 3,30cB 6,10 aA 2,50 cB 3,90aB 4,68bA 5,00 aA 5,06 cC 3,66 bB 5,46 cA 7,16 bA 4,50 bA
IRGA417 3,80cA 3,30 bA 6,00 bA 440aA 580bA 3,83aA 4,76 cA 5,10 bA 4,60 cA 4,73 cA 3,70 bA
IRGA 418 9,20aA 7,20aB 10,76aA 583aB 8,36aA 6,46aB 7,95 bA 8,30 aA 9,26 aA 10,03 aA 5,50 aB

IRGA 422 CL 5,01 bB 4,40 bB 7,26 bA 450aB 593bB 5,00 aB 8,80 aA 6,05 bB 6,30 cB 5,93 bB 5,66 aB

IRGA 424 535bA 5,89 aA 6,43 bA 536 aA 570bA 453aA 7,20 bA 5,15 bA 5,00 cA 6,33 bA 5,46 aA
IRGA 426 586 bB 4,90 bC 9,20 aA 6,38aB 4,30bC 590aB 10,25aA 7,05aB 7,13 bB 6,63 bB 7,15 aB
IRGA 428 6,00 bA 4,83 bA 5,50 bA 488aA 533bA 4,23aA 4,30 cA 4,00 bA 5,65 cA 3,70 cA 4,25 bA

PUITAINTA-CL 3,10cC 5,95 aA 7,10 aA 515aB 6,20bA 5,03 aB 6,53 bA 7,46 aA 7,13 bA 6,10 bA 5,63 aA
BRSQUERENCIA 5,50 bA 5,10 bA 0,00 dB 480aA 505bA 5,00aA 0,00 dB 5,20 bA 5,90 cA 3,00 cA 0,00 cB

BRS PAMPA 5,60 bA 6,16 aA 7,25bA  6.53aA 7,00aA 5,43aA 6,20 bA 4,55 bA 6,70 bA 7,60 cA 6,66 aA

Médias na coluna e na linha com letras minasculas e mailsculas, respectivamente, ndo diferem entre si pelo teste de teste Skott Knot, a 5% de
probabilidade.
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4.5 Experimento em casa de vegetacao

A inoculacdo dos diferentes isolados de modo separado ou em
combinagdo com metade da dose de nitrogénio recomendada para a cultura do
arroz aumentou o perfilhamento, a producdo de matéria seca da parte aérea,
matéria seca de raiz e N acumulado na parte aérea das plantas (Tabela 5). A
inoculacdo do isolado 12 na cultivar IRGA 409, proporcionou aumento no
namero de perfilhos de 80, 57 e 12% em relagdo a testemunha sem
inoculagao, ao tratamento com 50% da dose de N e ao tratamento que recebeu
100% da dose de nitrogénio, respectivamente. Na cultivar Putia Inta-CL os
isolados 29 e ZAE94 foram estatisticamente iguais ao tratamento com 100% da
dose de N. O isolado 12 e a combinacdo do isolado 12+50% N e o isolado
13+50% N, apresentaram comportamento semelhante ao tratamento com
100% de N.

Com relacdo a producdo de matéria seca da parte aérea, a inoculagcéo
da cultivar IRGA 409 com ZAE94, o isolado 12+50% de N, isolado 29+50% de
N e ZAE94+50% de N, proporcionaram incrementos de 48, 40, 44 e 45% em
relacdo a testemunha sem a aplicacdo de nitrogénio (Tabela 5). A cultivar Puita
Inta-CL, apresentou os melhores resultados com a aplicacdo de 100% da dose
de nitrogénio. A producdo de matéria seca da parte aérea da cultivar BRS
Pampa variou de 3,76 a 6,33 g planta™. A inoculacdo desta cultivar com o
isolado 12+50% da dose de N, aumentou a producédo de matéria seca em 69%.
A cultivar IRGA 409 quando inoculada com os isolados 12 e ZAE94 com a
aplicacdo de 50% da dose de N, favoreceu uma producdo de matéria seca de
raiz de 15,10 e 19,63 g vaso™, respectivamente. As cultivares Puita Inta-CL e
BRS Pampa, quando inoculadas com os isolados ZAE94 e o isolado 12,
respectivamente apresentavam um sistema radicular semelhante aos das
plantas do tratamento que recebeu 100% da dose do N.

Para o nitrogénio acumulado na parte aérea houve uma variacdo de
26,07 a 45,83 mg planta™ (Tabela 5). A cultivar IRGA 409 quando inoculada
com a estirpe ZAE94, isolado 12+50% de N, isolado 29+50% de N e a estirpe
ZAE94+50% da dose de N foram estatisticamente semelhantes ao tratamento
com 100% da dose de N aplicada. A inoculacéo do isolado12+50% da dose de
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N nas cultivares Puita Inta-CL e BRS Pampa proporcionaram incrementos de
nitrogénio na parte aérea de 25 e 45%, respectivamente em relagdo ao
tratamento sem a aplicagdo de N. Nas condi¢des testadas, a inoculagcdo dos
isolados + 50% da dose de nitrogénio proporcionou maiores incrementos nos

teores de nitrogénio na parte aérea em relacéo a 50% da dose de N aplicado.
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Tabela 5 — Perfilhamento, matéria seca de parte aérea, matéria seca de raiz e N acumulado em plantas de arroz
irrigado cultivadas em casa de vegetacdo, com e sem inoculacéo de isolados de bactérias diazotréficas combinados ou
nao a doses de N.

Perfilhamento por planta

------------ Com Inoculacdo +50% de N

Sem inocula¢&o--------------

CULTIVARES Isol 12 Isol 13 Isol 29 ZAE94 Isol 12 Isol 13 Isol 29 ZAE94 Sem N 50% de N 100% de N
IRGA 409 5,62 aA 3,25bC 4,33bC 4,12 bC 5,13 aB 3,75bC 4,41 aB 4,75 aB 3,12 aC 3,58 bC 5,00 aB
Puita Inta-CL 4,75 bB 4,08 aB 5,00 aA 4,87 aA 4,75 aB 4,50 aB 4,62 aB 4,58 aB 3,58 aB 4,37 aB 5,58 aA
BRS Pampa 4,41 bA 4,33 aB 3,83 bB 4,25 bB 4,50 aA 4,62 aA 4,08 aB 5,12 aA 3,12 aC 3,75 bB 5,00 aA
Matéria seca parte aérea por planta (g)
IRGA 409 5,32 aA 4,56 aB 4,39 bB 5,52 aA 5,19 bA 4,86 aA 5,37 aA 5,41 aA 3,72aC 3,72cC 5,44 aA
Puita Inta-CL 4,54 bB 4,48 aB 5,17 aB 3,78 bC 4,62 bB 4,86 aB 4,93 aB 5,09 aB 3,41aC 4,65 bB 6,12 aA
BRS Pampa 4,49bC 4,17 aD 4,44 bC 4,17 bD 6,33 aA 4,95 aC 4,60 aC 5,36 aB 3,76 aD 4,7 aC 5,25 bB
Matéria seca raiz por planta (g)
IRGA 409 10,19 aB 7,93 bB 11,46 aB 7,93 bB 15,10 aA 7,57 bB 11,2 bB 19,63 aA 7,70 aB 7,70 bB 10,29 bB
Puita Inta-CL 12,23 aC 14,06 aC 10,04 aD 25,22 aA 11,10 bD 15,02 aC 21,58 aB 13,10 bC 7,17 aD 19,65 aB 18,28 aB
BRS Pampa 13,61 aA 6,08 bB 8,49 aB 10,27 bA 7,79 bB 11,65 aA 10,59 bA 9,67 bA 7,66 aB 6,12 bB 14,04 aA
N acumulado por planta (mg)
IRGA 409 34,55 aB 32,06aB  30,42aB  40,54aA 36,67 bA 33,72 aB 37,86 aA 41,62 aA 27,80aB 27,26 bB 40,73 aA
Puita Inta-CL 29,44 aB 26,78 aB 35,04 aA 26,07 bB 32,84 bA 33,12 aA 35,66 aA 35,49 aA 26,29 aB 33,03 aA 42,90 aA
BRS Pampa 30,74 aB 30,80aB  31,25aB  28,39bB 45,83 aA 34,40 aB 33,88 aB 38,46 aA 31,72aB 33,63 aB 41,42 aA

Médias na coluna e na linha com letras mindsculas e mailsculas, respectivamente, ndo diferem entre si pelo teste de teste Skott Knot, a 5% de

probabilidade.
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5. DISCUSSAO

Entre as bactérias diazotroficas isoladas das cultivares de arroz
avaliadas, 69 e 31% foram obtidos de raizes e parte aérea, respectivamente.
Diferencas na composicdo dos exsudatos radiculares liberados pelas plantas
podem beneficiar ou prejudicar a composi¢do microbiana da rizosfera (AIRA et
al., 2010). Em estudo realizado por VIANA (2012), com as cultivares de arroz
de sequeiro BRS Tropical e BRS MG Curinga, 55% dos isolados foram obtidos
nas raizes. A maior quantidade de isolados obtidos no meio NFb, semisseletivo
para Azospirillum, em relacdo ao meio JNFb, semisseletivo para bactérias do
género Herbaspirillum, encontrados neste trabalho, esta em desacordo com o
observado por Viana (2012). Este autor obteve 33 isolados provenientes do
meio JNFb e 8 do meio NFb, durante o isolamento de bactérias diazotroficas
em cultivares de arroz de sequeiro na Bahia.

A presenca de bactérias diazotroficas em maior nUmero nas raizes do
gue na parte aérea ja foi relatada em diversos estudos (BODDEY et al., 1995;
BALDANI, 1996; BARRAQUIO e et al., 1997; GUIMARAES, 2001;: SABINO,
2003; RODRIGUES et al., 2006; SABINO, 2007; VIANA, 2012). Tal condigcéo
também foi evidenciada para bactérias diazotréficas em poaceas forrageiras,
como braquiaria, capim carona e capim mimoso, nho Pantanal Sul
Matogrossense (BRASIL et al., 2005). Uma maior colonizacao pelas bactérias
na por¢ao radicular pode estar relacionada a liberacdo de exsudatos, pois as
variacbes que ocorrem na populacdo microbiana da rizosfera sdo altamente
dependentes do tipo de solo, espécie vegetal e cultivar utilizada. Por isso, um
aspecto importante a ser considerado na selecdo e o manejo adequado de
diazotréficos é a relacdo de especificidade entre planta e bactéria (BALDANI;
BALDANI, 2005).

Em algumas cultivares, a producdo de exsudatos é mais intensa e a sua
composicdo € bastante variavel, sendo alguns deles ricos em determinados
compostos mais favoraveis a alguns grupos de micro-organismos rizosféricos.
Algumas substancias presentes na rizosfera podem atuar como alelopaticas,

inibindo ou estimulando esses individuos, entre outras, cuja acdo pode ser de
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sinalizacdo molecular a fim de estabelecerem-se simbioses mutualisticas ou
parasiticas entre os micro-organismos e as plantas (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

O solo rizosférico € um sistema complexo em suas interacfes quimicas,
fisicas e biologicas, sendo elas dependentes dos teores de nutrientes,
principalmente N. Entretanto, ainda ndo esta suficientemente claro para os
pesquisadores se essa dependéncia € direta ou indireta, ja que os fertilizantes
nitrogenados regem o crescimento da planta e, consequentemente, os padrées
de exsudacéao radicular (MENG et al., 2012). A fixacdo biologica do nitrogénio
seria a possivel fonte desse nutriente para a rizosfera e bactérias associativas
(WARTIAINEN et al., 2008).

O gendtipo da planta € um aspecto agrondmico importante e que deve
ser considerado no momento da selecdo de bactérias diazotréoficas endofiticas.
Recentemente, foi demonstrado que algumas cultivares de arroz possuem forte
influéncia sobre a composicao populacional de comunidades bacterianas em
sua rizosfera, sendo que cultivares tradicionais e melhoradas possuem
diferencas no estabelecimento de associacées com bactérias fixadoras de N, o
que possivelmente estaria relacionado as estratégias de melhoramento
genético utilizadas nessa cultura (HARDOIM et al., 2011).

A capacidade de micro-organismos diazotréficos isolados de plantas de
milho fixarem N e sua eficiéncia durante o processo foi observada entre
isolados, sendo que a liberacdo de N variou entre 2,12 ug de N mL™ dia™ e
6,27 ug de N mL™ dia™ (ROESCH, 2003). No mesmo estudo, para isolados do
género Herbaspirillum, obteve-se uma fixacdo média de 5,47 pg de N mL*dia™?,
ou seja, 21,5% a mais que a média geral (ROESCH, 2003).

Na rizosfera, ha uma maior densidade de micro-organismos quando
comparada a algumas porcdes do solo livre de raizes. Isso acontece porque as
raizes selecionam entre as diversas espécies componentes da microbiota
edafica, apenas aquelas que sdo mais responsivas (HARTMANN et al., 2009).
Nesse sentido, visando o estabelecimento de associacOes eficientes para a
FBN e, levando em consideracdo a especificidade planta-isolado, uma
possibilidade seria coletar o solo para o isolamento de diazotroficos em areas
cultivadas com as mesmas variedades de arroz com as quais se deseja

estudar. Isso poderia ser explicado pela melhor adaptacédo desses isolados e

36



também de sua capacidade para 0 estabelecimento de uma interacéo
especifica e benéfica (ARAUJO et al., 2013).

O isolado 13, obtido da parte aérea da cultivar de arroz IRGA 418, a qual
foi lancada a mais de 14 anos, foi 0 que mais fixou N, atmosférico em meio de
cultura livre de nitrogénio. As novas cultivares de arroz tém sido desenvolvidas
visando & maxima eficiéncia da adubacdo nitrogenada e, consequentemente,
um alto rendimento e produtividade (TAYLARAN et al.,, 2009), provocando
perdas no ponto de vista do estabelecimento de uma associacao eficiente com
isolados de bactérias diazotroficas (ARAUJO et al., 2013).

A capacidade de micro-organismos obtidos de cultivares de arroz de
sequeiro em realizar FBN, por meio da atividade da enzima nitrogenase,
medida pela técnica de reducédo de acetileno (ARA), demonstrou que todos o0s
isolados selecionados foram capazes de reduzir o acetileno a etileno. Isso
comprovou a eficiéncia dessas bactérias quanto ao potencial de fixar o
nitrogénio atmosférico em maior ou menor intensidade. Porém, houve uma alta
variabilidade dentre os isolados na reducéo de acetileno, que ocorreu na faixa
de 16,5 a 199,7 mmol mL™ de proteina por hora de incubacédo (RODRIGUES,
2006; KUSS, 2007; VIANA, 2012).

O isolado 14, obtido em meio semisseletivo para Azospirillum, produziu
maior quantidade de AIA nas condicdes testadas. De acordo com a literatura,
estirpes de Azospirillum produzem de trés a sete vezes mais compostos
inddlicos do que isolados de Herbaspirillum (RADWAN et al., 2004). Em milho,
um isolado de A. lipoferum, produziu na ordem de 36,06 ug de AIA mL™ dia,
ou seja, 46% acima da média dos outros isolados testados (ROESCH, 2003).
Em testes in vitro, uma alta producdo desse fitorregulador também foi
observada em estirpes de A. brasilense, atingindo uma producéo de 46 pg mL™
de AlA apos 72 h de cultivo (EL-KHAMAS; ADACHI, 1999).

Além do isolado 14, advindo da parte aérea da cultivar Puita Inta-CL V,
também apresentaram altos valores de producdo de AlA os isolados 24, 29 e
31, que foram obtidos de raizes das cultivares IRGA 428, 426 e 424,
respectivamente. Cerca de 80% dos micro-organismos isolados a partir da
rizosfera de diversas culturas agricolas, possuem a habilidade para sintese e
liberacdo de auxinas como produtos de seu metabolismo secundério
(PATTERN; GLICK, 1996). De modo geral, o AlA secretado pelas bactérias
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interfere na maioria dos processos de desenvolvimento das plantas em funcao
da alteracdo do pool enddégeno de auxina que a planta adquire (SPAEPEN et
al., 2007). Adicionalmente, o &acido 3-indolacético também atua como uma
molécula sinalizadora reciproca, ou seja, € capaz de afetar a expressao génica
em varios micro-organismos (AHEMAD; KIBRET, 2013).

Em estudo realizado por SILVEIRA (2008), estirpes isoladas de
variedades de arroz irrigado, foram testadas quanto a producdo de AIA,
durante as fases logaritmica e estacionaria do crescimento bacteriano. Os
resultados obtidos indicaram que as bactérias apresentavam taxas
diferenciadas de produgcdo de AIA. Além disso, o aumento do teor desse
fitorregulador estaria relacionado com o nimero de células presentes no cultivo,
sendo que os maiores valores encontrados na producao de AIA (9,80 a 120
Mg/mL, aproximadamente) ocorreram nos estagios mais tardios de cultivo.
Nesse mesmo estudo, as estirpes E4-10 e RZ01 que produziram 25,27 e 29,36
pg/mL de AlA, respectivamente, foram as que mais se destacaram. Com base
nesses resultados pode-se dizer que a alta producdo de compostos inddlicos
dos isolados do presente trabalho também estariam relacionados ao aumento
do numero células bacterianas em relagédo ao tempo de cultivo.

O &cido 3-indolacético (AlA) € um dos mais importantes fitohormonios,
pois coordena diferentes processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (KHALID et al., 2004). A maioria dos isolados
bacterianos advindos de canola foram hébeis na sintese de compostos
inddlicos na presenca do precursor L-triptofano (FARINA et al., 2012). A sintese
de &cido 3-indolacético, na presenca de triptofano, também foi evidenciada em
isolados bacterianos responsaveis pela promoc¢édo de crescimento em milho
(MEHNAZ et al., 2010).

Embora inoculadas com bactérias promissoras testadas in vitro, as
cultivares de arroz irrigado testadas neste estudo responderam de forma
diferenciada quando inoculadas com os isolados bacterianos. Por isso, com
relacdo aos parametros avaliados, algumas cultivares obtiveram melhores
resultados quando inoculadas. A complexidade das respostas a inoculacdo
esta diretamente relacionada com a interacdo do gendtipo da planta e a estirpe
inoculada. Isso € bastante variavel entre cultivares e reflete a especificidade da

interacdo planta-bactéria (SALA, 2005). As afinidades entre plantas e bactérias
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envolvem interacdes especificas entre 0 micro-organismo e 0s componentes
celulares da planta. Dessa forma, bactérias comumente aderem-se as raizes
através de mecanismos independentes, tais como: i) adsorcéo, aderéncia fraca
e mediada principalmente por proteinas; e ii) ancoragem, uma aderéncia forte e
mediada por polissacarideos (HORI; MATSUMOTO, 2010; RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2007).

Os beneficios proporcionados pela interacao planta-micro-organismo no
aumento do crescimento vegetal sdo bastante complexos, pois alguns dos seus
mecanismos ainda nao foram totalmente elucidados. A utilizacdo de bactérias
gue possuam a capacidade de produzir AIA e que tenham um potencial para
fixacdo de N é uma forma inicial de selecdo de estirpes promissoras para
aumento de produtividade em diferentes culturas agricolas (TEIXEIRA et al.
2007). Em milho, para a cultivar AS3466 foi observado que na presenca da
bactéria diazotréfica houve um maior crescimento de plantas, porém, para 0s
demais gendétipos testados, essa resposta nao foi observada. Dependendo da
bactéria utilizada (MIYAUCHI et al.,, 2008), provavelmente ndo houve
especificidade entre a planta e o in6culo da bactéria (DOBBELAERE et al.,
2003; RAIMAM et al., 2007).

O aumento de matéria fresca de planta inteira na cultivar de arroz
irrigado IRGA 420, quando inoculada com A. lipoferum entre outros isolados,
obtiveram valores mais altos em relacdo ao tratamento sem inoculacédo. Esse
crescimento pode ser devido a uma interacdo eficiente planta-bactéria na
regido da raiz, aumentando 0 numero de pélos radiculares e,
consequentemente, uma maior absorcdo de nutrientes (KUSS et al., 2007). A
inoculacdo de diazotréficas, em meio de cultivo Hogland’s com e sem adicdo
de nitrogénio, possibilitou observar que algumas estirpes em conjunto com a
aplicac@o de N, propiciaram 0s maiores acumulos de biomassa em plantulas de
arroz (SABINO et al., 2012).

Quanto ao aumento do comprimento de raiz, diferentes respostas em
relacdo a inoculacdo com bactérias diazotréficas tém sido relatadas. Contudo,
sdo dependentes da especificidade da interacdo planta-bactéria em diferentes
culturas agricolas (RADWAN et al. 2004; BALDANI; BALDANI, 2005; SALA et
al. 2005; SABINO et al. 2012). Esta resposta a inoculacdo também foi

observada neste estudo. A variabilidade na resposta em relacédo a estirpe de

39



bactéria diazotrofica inoculada pode ocorrer tanto em experimentos
gnotobidticos quanto em condicdes de casa de vegetacdo e de campo
(BALDANI; BALDANI 2005), e esta sob forte influéncia da mediacdo genética,
pois € ela quem determina os parceiros em uma interacdo especifica planta-
bactéria (DROGUE et al., 2012).

A inoculacdo com bactérias diazotroficas proporcionou um aumento no
namero de perfilhos das plantas de arroz. Essa caracteristica também foi
observada por VIANA, 2012, para a cultivar de arroz de sequeiro BRS Tropical,
em condicbes de campo quando inoculada com bactérias diazotroficas. Os
ganhos na producdo de massa seca e de grdos foram atribuidos ao maior
perfilhamento. Em estudos com Brachiaria brizantha cv. marandu, o aumento
de producado de forragem foi verificado nos tratamentos com a inoculacéo de
bactérias diazotroficas e sem aplicacédo de N, em relacédo ao tratamento sem N
e sem inoculagcao (OLIVEIRA et al., 2007).

Os aumentos de matéria seca da parte aérea para a cultivar IRGA 409 e
de matéria seca de raiz para a cultivar Puita Inta-CL, obtidos com a inoculacéo
da estirpe ZAE94 (H. seropedicae) no presente estudo, apontam a estirpe
como promissora para a utilizagdo como inoculante. Em outras espécies de
poaceas, a inoculacdo de H. seropedicae também proporcionou bons
resultados (GUIMARAES et al., 2003; GUIMARAES 2006; GUIMARAES et al.,
2013; SABINO, 2003; VIANA, 2012). Ainda, o total de N acumulado por planta
foi maior na cultivar IRGA 409 quando inoculado com ZAE94. O acumulo de N
na parte aérea de cultivares de arroz quando inoculadas com esta estirpe ja foi
bastante relatado (GUIMARAES et al. 2003; GUIMARAES et al., 2010; VIANA,
2012; GUIMARAES et al. 2013).

Os resultados da inoculacao dos isolados de bactérias diazotréficas com
a aplicacdo de 50% de fertilizante nitrogenado mostrou-se bastante variavel
para 0os parametros analisadas, dependendo da cultivar estudada. A cultivar
IRGA 409 foi a mais responsiva a inoculagdo suplementada com 50% de N.
GUIMARAES et al. (2010) trabalhando com plantas de arroz de sequeiro, sob
diferentes doses de adubac&o nitrogenada (0, 50 e 100 kg N ha™), obtiveram o
maior acimulo de N quando foram adubadas com a dose de 50 kg N ha™ e

inoculadas com H. seropedicae. Isso foi observado quando as plantas estavam
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no estadio de florescimento. No entanto, o teor de matéria seca foi maior
quando as plantas receberam 100 kg N ha™.

O isolado 12 advindo da raiz da cultivar IRGA 428 em meio JNFbD,
semisseletivo para o género Herbaspirillum, foi eficiente nos testes de fixagao
de N atmosférico, na producdo de compostos inddélicos (AlA) e quando
inoculado em cultivares de arroz irrigado nos testes in vitro e de casa de
vegetacdo. Dessa forma, semelhante a estirpe ZAE94, € possivel que o isolado
12 seja caracterizado como um endofitico capaz de penetrar na raiz e na parte
aérea das plantas, conferindo-lhes beneficios que vao além da FBN. Esse
isolado poderia estar relacionado a producdo de substancias promotoras de
crescimento, estimulando o crescimento radicular e, consequentemente, o
desenvolvimento de toda a planta.

Atualmente, as abordagens biolégicas para a melhoria dos indices de
produtividade agricola, vém ganhando destaque na discussao entre agrobnomos
e ambientalistas, no sentido de buscar boas praticas de adubacédo integradas
com o adequado fornecimento de nutrientes para as plantas. Nesse contexto,
as pesquisas com rizobactérias (AHEMAD; KIBRET, 2013) e bactérias
endofiticas tém sido intensificadas, pois muitos sdo os beneficios que esses

micro-organismos podem conferir as plantas.
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. CONCLUSAO

As cultivares de arroz irrigado estudadas tém distintas populacdes de
bactérias diazotroficas, resultando na obtencédo de 35 isolados.

Os isolados obtidos apresentam capacidade para fixar N atmosférico, via
FBN, e produzir AlA.

Em experimento in vitro as cultivares IRGA 409, Puita Inta-CL e BRS
Pampa s&o as mais responsivas a inoculagéo.

Os isolados 12, 13 e 29 proporcionam maiores beneficios as plantas
quando inoculados nas sementes das cultivares de arroz irrigado
testadas em experimento in vitro.

A cultivar IRGA 409 é a cultivar mais responsiva a inoculagdo com
bactérias diazotroficas, em experimento de casa de vegetacéo.

O isolado 12 é o mais eficiente, com relacdo a FBN, para as cultivares

de arroz irrigado estudadas.
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Anexo A- Meios de Cultivo utilizados

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

Acido malico 59

KoHPO4 (solucdo 10%) 5mL
MgSO47H20 2mL
NacCl (solucdo 10%) 1mL
CaCl,.2H,0 (solucao 1%) 2 mL
FeEDTA (solugéo 1,64%) 4 mL
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 2mL
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2mL
Vitamina para meio de cultura 1mL
KOH 45¢

Ajustar o pH para 6,5.

Completar para 1000 ml com &gua destilada.

Adicionar 199 e 179 de agar/L para meio semissdlido e solido
respectivamente.

Meio de cultura JINFb
(DOBEREINER e outros, Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acido malico 5¢
KoHPO4 (solugdo 10%) 6 mL
KH2PO4 (sol. 10%) 18 mL
MgSO,.7H,0 (sol. 10%) 2 mL
NaCl (solu¢cdo10%) 1mL
CaCl;,.2H,0 (solucdo 1%) 2 mL
Solucédo de micronutrientes para meio de cultura 2 mL
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH 2 mL
FeEDTA (solucéo 1,64%) 4 mL
Vitamina para meio de cultura 1mL
KOH 45¢g

Ajustar o pH para 5,8 com KOH e completar o volume para 1000 mL. Adicionar
1,99 e 17g de agar/L para meio semissolido e solido respectivamente. Ao meio
sélido adicionar 20mg de extrato de levedura.

e Meio de cultura LGl
(DOBEREINER e outros, Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acucar cristal 5¢
K2HPO4 (solucéo 10 %) 2 mL
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KH,PO4 (solugao 10%) 6 mL

MgS0,.7H,0 (solucdo 10%) 2 mL
CaCl;.2H,0 (solucao. 1 %) 2 mL
Na;Mo00,4.2H,0 (solucao 0,1%) 2 mL
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2 N de KOH 5mL
FeEDTA (solucéo 1,64 %) 4 mL
Vitamina para meio de cultura 1mL

Ajustar o p.H para 6,0 — 6,2 com H,SO, sol. 5%;

Completar para 1000 ml com agua destilada. Adicionar 1,99 e 17g de agar/L
para meio semissolido e sdlido respectivamente.

SOLIDO — Adicionar 20 mg de extrato de levedura

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

Glicose 20g
Acido malico 2009
Peptona bacterioldgica 159
Extrato de levedura 20g
KoHPO, 0549
MgS0,4.7H,0 05¢9
Acido glutamico 1,59
Agua destilada 1000 mL

pH 5,0 — Burkholderia spp.

pH 6,0 — Herbaspirillum spp.

pH 6,8 — Azospirillum spp.

pH 6,0 — Gluconacetobacter diazotrophicus (sem a adicdo do acido malico ao
meio).

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

Batata 2009
Acido malico 259
Acucar cristal 259
Solucéo de micronutrientes para meio de cultura 2 mL
Solucéo de vitamina para meio de cultura 1mL

Pesar a batata, descascar, lavar, cortar e colocar para ferver durante
meia hora.

Paralelamente colocar 2,5 g de acido malico em 50 ml de agua destilada
com 2 gotas de azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH, colocando aos
poucos KOH até ficar com pH 6,8-7,0 (verde). Adicionar 2,5 g de acucar cristal,
2 ml de micronutrientes para meio de cultura e 1 ml de vitamina para meio de
cultura.
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Depois de fervida, filtrar a batata com algodéao, juntando ao filtrado, a sol.
de acido malico, acucar cristal, micronutrientes e vitamina.
Completar para 1000 ml com agua destilada e colocar o Agar por ultimo.

Solugao de Hogland’s para tubos
(HOAGLAND, D.R.; ARNON, D.I. The water culture growing plant without soil.
California Agricultural Experimental Station Circular, v. 347, p. 1-32, 1950)

KH2PO4 (solugcédo 1 M) 1mL
KoHPO4 (solugédo 1 M) 1mL
MgS0O,4.7H,0 (solucdol M) 2 mL
CaS0,4.2H,0 0,1729
Solucédo de elementos menores para tubos( *) 1mL
Sol. de Ferro(**). 1mL
Agua destilada 1000 mL
pH6,5-7,0

Adicionar 6g de Agar por litro.
Completar para 1000 ml com agua destilada.
Obs. Se turvar colocar acido cloridrico até limpar.

(*) SOLUCAO DE ELEMENTOS MENORES PARA TUBOS

HzBO3 2,869
MnCl,.4H,0 1,819
ZnS04.7H,0 0,229
CuS04.5H,0 0,089

Na;Mo00,4.2H,0 0,02¢g

(**) 1,21 g Nay;H,EDTA/100 ml de agua destilada, misturar bem e adicionar 0,6
g FeC|3.6H20.
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Anexo B- Solucdes utilizadas

Solucgéo de micronutrientes para meio de cultura

Nao,M00O4.2H,0 1,009

MnSO4.H,O 1,759
HsBO3 1,409
CuS04.5H,0 0,04q

1,20g

Completar o volume para 1000mL com agua destilada.

Solucéo de vitaminas

Biotina 10 mg
Pyridoxol-HCL 20 mg
Agua destilada 100 mL

Dissolver em banho-maria

Dissolver em banho maria e completar o volume para 100 mL com agua
destilada estéril e manter a solucdo em geladeira.

Solucdo salina para diluicédo de células

KoHPO4 (solugdo 10%) 1,0 mL
MgSO, (solucédo 10%) 0,5mL
NaCl (solucdo 10%) 0,2 mL
CaCl,.2H,0 (solucao 1%) 0,5mL
FeEDTA (solucédo 1,64%) 1,0 mL
Sol. de micronuturientes para meio de cultura 0,5mL

Ajustar o pH para 6,5 com sol. de acido sulftrico 5%.
Completar com agua destilada para 1000 mL.
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