UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROBIOLOGIA

RESPOSTA DE CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO A
INOCULACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Juliana Gress Bortolini

Santa Maria, RS, Brasil
2015



RESPOSTA DE CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO A
INOCULACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

Juliana Gress Bortolini

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pos-Graduacéo
em Agrobiologia, Area de Concentracio em Agrobiologia, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Agrobiologia.

Orientador: Prof. Dr. Sandro José Giacomini

Santa Maria, RS, Brasil
2015



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Gerag&o Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Bortolini, Juliana Gress

Resposta de cultivares de arroz irrigado a inoculacdo
de bactérias diazotrdficas. / Juliana Gress Bortolini.-
2015.

46 f£.; 30cm

Orientador: Sandro José Giacomini

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Programa de
P6s-Graduacgdo em Agrobiologia, RS, 2015

1. Nitrogénio 2. Fixac¢do bicldgica de N 3. Cultura 4.
Produtividade de grdos I. Giacomini, Sandro José TII.
Titulo.

© 2015 Todos os direitos autorais reservados a Juliana Gress Bortolini.
A reproducdo de partes ou do todo deste trabalho s6 podera ser feita com autorizacdo por
escrito do autor.

Enderego: Avenida Vaz Ferreira, 341 Bairro Centro - Santa Maria, RS, 98170-000.
End. Eletr: julianagbortolini@gmail.com




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de Pds-Graduacao Profissionalizante em Agrobiologia

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

RESPOSTA DE CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO A INOCULACAO
DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

elaborada por
Juliana Gress Bortolini

como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Agrobiologia

COMISSAO EXAMINADORA:

Sandro José Giacomini, Dr.
(Presidente/Orientador)

Steffen Pujol, Dr. (UFSM)

Eduardo Lorensi de Souza, Dr. (UERGS)

Santa Maria, 10 de setembro de 2015.



DEDICATORIA

Aos meus pais Orion e Ariete Bortolini, a meu irméo Jodo Victor Gress Bortolini,
A minha vé Arlete Gress e meu tio Alberto Henrique Gress,

A meu avo Valter Henrique Gress (in memorian),

A vocés todo meu amor e a minha gratidéo.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus pela vida que me deste e a oportunidade
de cursar uma pés-graduacdo. Ao meu fiel anjo da guarda, pela forca e a fé que tem me dado
para enfrentar os obstaculos e dificuldades, que a vida tem me imposto nos ultimos tempos.

A meu orientador Sandro José Giacomini pela disponibilidade de orientar-me, pela
amizade, paciéncia, compreensao, ensinamentos transmitidos, por ter acreditado em mim, me
incentivado sempre aconselhando, dizendo alguma palavra amiga.

A minha vé Arlete Gress e meu tio Alberto Henrique Gress, sem eles o sonho de ter
concluido um ensino superior e uma pés-graduacdo ndo poderia ser realizado, a vocés devo
muito o que hoje sou.

A meus pais Orion e Ariete Bortolini e a meu irmao Jodo Victor Bortolini por serem
meu alicerce, meus melhores amigos, confidentes, possuirem essa imensa paciéncia comigo,
sempre acreditarem sempre em mim, me incentivando e sempre fazendo de tudo por mim.

A minhas queridas Dinda Cleyd e Tia LU que sempre estiveram presentes em todos 0s
momentos da minha vida, desde as caronas, até 0s momentos especiais de felicidade e tristeza
sempre com muita ternura, carinho e amor, torcendo para gque tudo desse certo sempre.

A minhas amigas de longa data, que o destino colocou no meu caminho Ana Maria
Nascimento, Fernanda Bortolini, Ludmille Cazarotto muito obrigada pela amizade, carinho,
companheirismo mesmo longe sempre estdo presentes de alguma forma, amizade verdadeira
pra toda vida.

A minha melhor amiga Camila Elicker, obrigada pela amizade, pelos choros,
desabafos e momentos de alegria compartilhados, se ndo fosse vocé sempre presente em todos
0s momentos contribuindo e incentivando, nada disso teria sido possivel.

Aos Bolsistas do Labcen, colegas e pos-graduacdo, pela ajuda no servigo de campo,
amizade e momentos bons compartilhados em especial aos que estiveram nos momentos bons
e ruins comigo, incentivando e contribuindo para a minha vida e meu trabalho, Getulio,
Guilherme, Maiara, Mariana, Lethicia, Patrick, Pedro, Carolina, Raquel, Adriane, Ismael,
Heitor, Cledir, Michael, Bruno e os demais colegas.

Em especial a colega de laboratorio e bolsista Carolina Schultz Pollet, pela amizade
que construimos, cumplicidade e carinho que com certeza permanecerdo por toda a vida,
amizade verdadeira que quero levar para sempre. Aos queridos colegas Getulio e Guilherme,

0S quais muito me ajudaram, nos momentos bons e ruins, nas muitas vezes que eu queria



largar tudo, obrigada por me aconselharem, me ensinarem, me ajudarem e principalmente
agradeco a Deus por ter colocado vocés trés em minha vida pois foram pessoas que fizeram
valer a pena eu seguir em frente e conseguir concluir o mestrado.

Ao querido ex-colega do Labcen, Dr. Eduardo Lorenzi, muito obrigada pela amizade,
pelos ensinamentos transmitidos, pela confianca, incentivo sempre acreditar em mim e me
motivar, por estar presente em todos os momentos até a concluséo deste trabalho.

Ao colega de Labcen Dr. Marciel Redin, pela amizade, conselhos, ensinamentos
transmitidos, a ajuda que me deste e as palavras sempre de incentivo.

Ao pos doutorando, do grupo do professor Aita, Stefen, muito obrigada por toda a
ajuda na parte de laboratorio, ensinamentos transmitidos, amizade, incentivos.

A CAPES por ter concedido essa bolsa de estudos.

Ao PPG Agrobiologia pelo auxilio financeiro as viagens de estudos.

A secretaria do PPG Agrobiologia Nice, pela boa vontade sempre em nos ajudar.

A Embrapa Agrobiologia Seropédica-RJ, pela disponibilidade de envio da turfa para a
concluséo deste trabalho.

A Stoller por ceder o inoculante Materfix Gramineas para este estudo.

Meus sinceros agradecimentos!



Quem observe a outrem que alcancou o topo no empreendimento encetado, ndo podera fazer
ideia dos empecilhos que foram enfrentados.

A existéncia humana enriquece-se, cada vez mais, na razdo direta em que o individuo
adiciona conhecimento e experiéncia, emocoes e acdes que o impulsionam para a frente.

Psicografia de Divaldo Franco. Livro: Libertacdo pelo Amor
Joanna de Angelis

) Tudo tem seu apogeu e seu declinio...
E natural que seja assim, todavia, quando tudo parece convergir para 0 que supomos o nada,
eis que a vida ressurge, triunfante e bela...

Novas folhas, novas flores, na infinita benc&o do recomeco!

Chico Xavier

O homem é assim o arbitro constante de sua propria sorte.
Ele pode aliviar o seu suplicio ou prolonga-lo indefinidamente.
Sua felicidade ou sua desgraca dependem da sua vontade de fazer o bem.

Allan Kardec



RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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RESPOSTA DE CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO A
INOCULACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
AUTORA: JULIANA GRESS BORTOLINI
ORIENTADOR: SANDRO JOSE GIACOMINI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de setembro de 2015

A selecdo de estirpes de bactérias diazotroficas para uso na cultura do arroz por alagamento é
importante para a reducdo dos custos de producdo e do potencial de contaminacdo do
ambiente pelo uso excessivo de nitrogénio (N). O presente estudo teve como objetivo
selecionar e avaliar o efeito de bactérias diazotroficas sobre a fixacdo biologica de N (FBN) e
a produtividade de duas variedades de arroz. O estudo foi realizado a campo, durante o cultivo
de arroz por alagamento, na area experimental pertencente ao Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria-RS. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso, com quatro repeticdes em um fatorial 2 x 4 x 3, sendo duas cultivares de
arroz irrigado (BR IRGA-409 e Puita Inta-CL), quatro condi¢des de inoculacdo (sem
inoculacdo - Sl, estirpe UFSM-11, estirpe UFSM-13 e o Azospirillum brasiliense presente no
inoculante comercial Masterfix Gramineas, Stoller - IC) e trés doses de N (0, 50% e 100% da
dose recomendada para a cultura). As avaliacdes realizadas foram: producdo de matéria seca
(MS) e N acumulado nas plantas de arroz, FBN pela técnica da abundancia natural e
produtividade de grdos. A inoculacdo de bactérias diazotréficas aumentou a producdo de MS
e 0 acumulo de N na maturacéo fisioldgica do arroz, com destaque para as estirpes UFSM-13
e 0 IC. O uso combinado da inoculacdo e adubacdo nitrogenada promoveu aumento na
producdo de MS e acumulo de N, no entanto isso ndo resultou em maior produtividade de
grdos. A FBN ocorreu naturalmente nas variedades de arroz BR IRGA-409 e Puita Inta-CL e
foi aumentada nessas variedades com a inoculacdo da estirpe UFSM-13 e do Azospirillum
brasiliense do IC. A produtividade de grdos aumentou apenas com o uso da estirpe UFSM-13.
O efeito positivo da inoculagdo dessa bactéria ocorreu nas duas variedades de arroz avaliadas
(BR IRGA-409 e Puita Inta-CL).

Palavras-chave: Nitrogénio. Fixacdo biologica de N. Cultura. Produtividade de graos.
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ADVISER: SANDRO JOSE GIACOMIN
Defense Place and Date: Santa Maria, 10th September, 2015

The selection of strains of diazotrophic bacteria for use in rice culture by flooding is important
for the reduction of production costs and the potential for contamination of the environment
by excessive use of nitrogen (N). The present study aimed to select and evaluate the effect of
diazotrophic bacteria on biological fixation of N (FBN) and productivity of two varieties of
rice. The study was carried out in the field, during cultivation of rice by flooding, in the
experimental area belonging to the Department of plant science at the Federal University of
Santa Maria-RS. The experimental design used was the random blocks with four replications
in a factorial 2 x 4 x 3, being two irrigated rice cultivars (IRGA-409 and Puita Inta-CL), four
inoculation conditions (without inoculation-SI, strain UFSM-11 strain UFSM-13 and
Azospirillum brasiliense present in commercial inoculant Masterfix grasses, Stoller-1C) and
three doses of N (0, 50 and 100 of the recommended dosage for culture). The evaluations
performed were: production of dry matter (DM) and N accumulated in the rice plants, FBN by
the technique of natural abundance and productivity of grain. Inoculation of diazotrophic
bacteria increased the production of MS and the accumulation of N in rice physiological
maturation, especially strains UFSM-13 and the IC. The combined use of inoculation and
nitrogen fertilization promoted increase in production of MS and accumulation of N, however
this did not result in higher productivity of grain. The BNF occurred naturally in varieties of
rice BR-409 and Puitd Inta IRGA-CL and was increased in those varieties with the
inoculation of strain UFSM-13 and of Azospirillum brasiliense of IC. Grain productivity
increased only using strain UFSM-13. The positive effect of inoculation of this bacteria
occurred in two rice varieties evaluated (BR IRGA-409 and Puita Inta-CL).

Keywords: Nitrogen. Biological fixation of N. Culture. Productivity of grain.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o arroz € cultivado em aproximadamente 2,4 milhGes de hectares (CONAB,
2015), sendo que em 40% desta area o cultivo é realizado no sistema com alagamento, o qual
é responsavel por 60% da producéo nacional (GUIMARAES et al., 2006). O cultivo do arroz
com alagamento apresenta 6timas condicGes para o desenvolvimento da cultura comparado ao
sistema de arroz de sequeiro (EMBRAPA, 2005). Segundo dados da CONAB (2015) na
Gltima safra 2014/15 houve registro de produtividades acima de 12 Mg ha™ no sistema por
alagamento.

Dentre as varias formas de aumentar a producgdo vegetal, destaca-se a importancia do
suprimento de N, elemento importante na sintese de proteinas e enzimas que garantem a vida
do vegetal. Os processos que se constituem fontes capazes de fornecer importantes
guantidades de N as plantas sdo a decomposi¢cdo da matéria organica do solo, a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados e a fixacdo bioldgica de N, (FBN) da atmosfera (CARVALHO,
2002).

A FBN é o processo pelo qual o N, é transformado em NH; através da agdo da enzima
nitrogenado presente em microrganismos. A capacidade de realizar a FBN é exclusiva de
alguns microrganismos procarioticos dos dominios Archaea e Bacteria, incluindo bactérias,
cianobactérias e o actinomiceto Frankia. As bactérias fixadoras de nitrogénio sao
denominadas diazotréficas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Recentemente, estudos tém demonstrado que plantas da familia Poaceae conhecidas
também como gramineas que incluem espécies como trigo, cana-de-acucar, milho e arroz,
também fazem associacdo com bactérias diazotroficas, embora nesta familia ndo haja
formacdo de nodulos (BALDANI et al., 2002). No caso do arroz, diversas bactérias foram
isoladas em associacdo com a planta, como por exemplo, espécies dos géneros Burkholderia,
Herbaspirillum, Azospirillum e Pseudomonas (BALDANI, 1984, 1996). Atualmente, estudos
tém buscado analisar a utilizacdo desses microrganismos em inoculantes, visando diminuir a
demanda de fertilizantes nitrogenados na cultura do arroz.

O presente trabalho fundamenta-se na necessidade de aprofundar conhecimentos em
alguns aspectos ainda carentes de resultados perante a inoculacdo de bactérias diazotroficas
em cultivares de arroz irrigado. Para isso foi conduzido um experimento de campo onde foi
realizada a inoculagédo de bactérias diazotroficas em duas cultivares de arroz irrigado com o

objetivo de avaliar a producdo de biomassa, o0 acimulo de N, a FBN e a produtividade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histéria da cultura do arroz no mundo

Historiadores e cientistas relatam que o arroz ja era cultivado por volta de 3.000 a.C,
tendo origem no sudeste da Asia. Deste pais surgiu a espécie Oryza sativa, disseminada
primeiramente na india. Alguns autores apontam que o Brasil foi o primeiro pais a cultivar
esse cereal no continente americano. Esse € um dos mais importantes grdos em termos de
valor econémico. Aproximadamente 90% de todo o arroz do mundo € cultivado e consumido
na Asia (EMBRAPA, 2005).

A América Latina ocupa o segundo lugar em producdo e o terceiro em consumo.
Assim como na Asia, 0 arroz € um produto importante na economia de muitos dos paises
latino-americanos pelo fato de ser item basico na dieta da populacdo, como nos casos do
Brasil, Col6mbia e Peru, ou por ser um produto importante no comércio internacional, como
no de Uruguai, Argentina e Guiania, como exportadores, e de Brasil, México e Cuba, entre
outros, como importadores (FAGERIA e SANTOS, 2007). Cultivado e consumido em todos
0s continentes, 0 arroz destaca-se pela sua producéo e area de cultivo, desempenhando papel
estratégico tanto no aspecto econdmico quanto social (FAO, 2010).

O arroz (Oryza sativa) é hoje o segundo cereal mais produzido e também o segundo
alimento mais consumido no mundo, possuindo um grdo rico em nutrientes, minerais
(fésforo, ferro e potéssio) e vitaminas (tiamina e riboflavina). No entanto, Fageria e Santos
(2007), citam que este alimento destaca-se também por possuir melhor balanceamento

nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina necessaria a alimentacdo humana.

2.2 Fisiologia da cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa), € uma monocotiledénea da familia das Poaceae. Que possui
caules ocos, flores reduzidas de cor verde e aquénios especializados, ou cariopses, como
frutos (PINHEIRO, 1991). E uma planta de metabolismo C3, hidréfila, que possui a
capacidade de adaptacdo a ambientes aquaticos. A presencga de aerénquimas no colmo e nas
raizes das plantas de arroz possibilitam a passagem do oxigénio atmosférico fixado pelas
folhas até a camada da rizosfera da planta. Nesse sentido, 0 arroz € uma cultura versatil que

possui facilidade a adaptacdo a diferentes condi¢fes de ambientais (VIEIRA, 1999).
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Os estadios fenoldgicos, ou seja, os ciclos vegetativos do arroz, séo divididos em duas
fases distintas a plantula aonde ocorre a emergéncia do coledptero/radicula e a emergéncia da
primeira folha do coledptero, na fase vegetativa ocorre a formacao do colar do colmo da 12 até
a 13?2 folha do colmo principal e na fase reprodutiva ocorre a iniciagdo da panicula,
diferenciacdo e maturacdo fisioldgica do grdo. O ciclo vegetativo das cultivares de arroz
irrigado variam de 80 e 140 dias. A cultura do arroz no mundo ocupa hoje uma area de mais
de 150 milhdes de hectares de cultivo e sua producdo é de aproximadamente 660 milhdes de
toneladas de grdos em casca. O Brasil destaca-se como o maior produtor fora do continente

asiatico, sendo o nono maior produtor mundial do cereal (SOSBAI, 2010).

2.3 Produtividade da cultura do arroz

O Brasil possui uma &rea de mais de 2,4 milhdes de hectares de cultivo (CONAB,
2015) onde alguns gendtipos antigiram na Gltima safra conforme dados mais de
produtividades 12 milhdes de toneladas por hectares (CONAB, 2015). A producédo da cultura
do arroz, esta dividida em dois sistemas: varzeas em terras baixas e sequeiro em terras altas. O
sistema de producdo em varzea apresenta 6timas condi¢des para o desenvolvimento da cultura
quanto a disponibilidade de agua, predominando a irrigacdo controlada (EMBRAPA, 2005). O
método de cultivo de varzea corresponde a cerca de 40% da area total cultivada com arroz,
contribuindo com 60% da produc&o nacional (GUIMARAES, 2010).

O cultivo do arroz pode ser realizado tanto em terras altas como baixas com
caracteristicas muito diferenciadas. Em &reas de terras baixas, é cultivado em vérzeas o
sistema de cultivo empregado é o de arroz irrigado por inundagdo continua controlada pela
manutencdo de uma lamina de 4gua de 10 cm até a maturacao fisioldgica dos gréos no estadio
reprodutivo R9. Dentre estas areas de cultivo em varzeas podem-se destacar os estados do Rio
Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) que sdo responsaveis pelo cultivo de 60% da
producéo de arroz nacional de arroz irrigado (EMBRAPA, 2005).

Os sistemas de producédo presentes em areas de terras altas sdo cultivados em terrenos
mais drenados, solos de cerrado que depende exclusivamente das precipitacfes pluviais como
fonte de umidade para o desenvolvimento da cultura. Atualmente o arroz de terras altas nas
regides favorecidas do cerrado, busca consolidacdo com sistemas de producdo de grdos com
adaptacdo para o plantio direto. Em areas onde h& periodos de estiagem, mesmo durante a

estacdo chuvosa, alguns produtores, utilizam a irrigagdo por aspersao como alternativa para
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solucionar o problema e garantir a estabilidade da produgdo, podendo aumentar a
produtividade e melhorar a qualidade dos gréos (RUCATT], 2007).

Dentre as varias formas para aumentar a producdo vegetal podemos destacar a
importancia do N. Elemento importante na sintese de proteinas e enzimas que garantem a vida
do vegetal. A decomposicdo da matéria organica do solo, a utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados e a (FBN) da atmosfera sdo processos que se constituem em fontes capazes de

fornecer importantes quantidades de nitrogénio as plantas (CARVALHO, 2002).

2.4 Importéncia do N na cultura do arroz

Com excecdo da agua, 0 N € considerado um dos mais importantes nutrientes
responsaveis pelo crescimento e produtividade na cultura do arroz irrigado. E um nutriente
exigido em maiores quantidades nas plantas cultivadas, é responsavel por produzir de 2 a 5%
de Massa Seca (MS) vegetal, isso denota a sua importancia para 0 metabolismo das plantas,
sendo constituinte de enzimas, proteinas, DNA, RNA, clororfilas e percursos de
horménios. No entanto, quando a adubacdo mineral de N for realizada com doses excessivas,
pode ocorrer poluicdo ambiental causando eutrofizacéo de lagoas e a perda de nutrientes por
lixiviagdo (KUSS, 2006; MALAVOLTA e MORAIS, 2007).

A eficiéncia do uso do N pode ser aumentada com 0 uso de doses adequadas em
épocas apropriadas, com manejo adequado de agua da irrigacdo por inundacdo. Além disso,
outra fonte natural de fornecimento de N para as plantas de arroz irrigado é através da FBN
(FAGERIA et al., 2003; AZAMBUJA et al., 2004). O processo pelo qual o N circula mediante
compartimentos terrestres como no solo, microrganismos, plantas, animais, (MOS) matéria
organica do solo, recursos hidricos e ar é chamado de ciclo do N.

Aproximadamente 78% do ar atmosférico € composto por N, 0s organismos que
pertencem ao grupo dos eucariotos ndo conseguem utilizar este elemento diretamente. Apenas
uma porcdo dos organismos do grupo dos procariotos consegue converter ou reduzir
enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera em NHj, a qual pode ser incorporada para o
crescimento e manutencdo das células. Estes organismos sdo denominados organismos
diazotroficos que sdo responsaveis pela incorporacdo do N a biomassa, esse processo €
chamado de FBN (MARIN et al., 2012).

Antes de sua absorcdo pelas plantas, o N retirado do ar é transformado em NH, e
utilizado diretamente pelas plantas. O N fixado pode ser transformado no solo em nitrato

(NO3") e tambeém utilizado pelas plantas. A época da aplicacdo e o parcelamento da adubacéo
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nitrogenada podem melhorar a resposta da cultura ao N, especialmente em altas doses, alem
de aumentar a eficiéncia do uso deste nutriente durante o desenvolvimento da cultura,
provendo as plantas de quantidades adequadas durante a maior demanda pelo nutriente
(FAGERIA e BALIGAR, 1999).

A ureia ¢ o fertilizante nitrogenado mais utilizado no Brasil devido as suas vantagens
comparativas em termos de custo para o agricultor (LEMOS et al., 2013). A produtividade de
gréos e seus componentes podem estar intimamente ligados entre si, de forma a apresentar
correlagdes positivas ou negativas. Assim, 0 conhecimento dessas correlacdes pode ajudar na
escolha do melhor manejo da adubacdo nitrogenada, o qual pode aumentar a produtividade e
diminuir o custo de producéo e o impacto ambiental (FREITAS et al., 2001).

O parcelamento da adubacdo nitrogenada em cobertura visa a aumentar a producdo de
grdos, uma vez que o N disponivel é rapidamente absorvido pela planta e/ou perdido pelos
processos de lixiviacdo e desnitrificacdo. Na cultura do arroz irrigado, ocorre a elevagdo dos
teores de amonia (NH4") no solo, sendo assim considerada a principal fonte de N para a
cultura. No entanto isso ocorre devido a aplicacao da uréia em solo bem drenado e a imediata
inundacdo da area, com isso, o N desloca-se no solo em profundidades seguindo 0 movimento
da &gua, podendo ficar retido nos coloides, na forma de N-NH,4". A uréia aplicada na agua
desloca-se apenas nos primeiros centimetros do solo onde é hidrolisada a N-NH;" que se
difunde tanto para a agua como para o solo. Na &gua, poderdo ocorrer perdas de N por
volatilizacdo de NH; enquanto, no solo, o N-NH," pode ser nitrificado na camada oxidada.
Caso 0 N-NOjs produzido se difunda até a camada reduzida, este podera ser perdido por
desnitrificacdo (MATEUS et al., 2006).

A importancia do nitrogénio (N) nesta cultura é indiscutivel, bem como o uso
controlado da adubacéo nitrogenada, estes sdo fatores importantes que contribuem para a
diminuicdo dos riscos de poluicdo ambiental e os custos na producdo (EMBRAPA, 2005). Por
outro lado, a associacdo entre inoculacdo de bacterias diazotrdficas e adubagdo nitrogenada
pode reduzir 40 a 50% a aplicacdo de nitrogénio no arroz irrigado devido a fixacao biologica
do nitrogénio (FBN) (LADHA e REDDY, 2003). Devido ao custo atual da energia féssil e da
necessidade de fertilizantes nitrogenados para a producdo de alimentos, torna-se cada vez

maior o interesse pela FBN e o melhoramento da sua eficiéncia na cultura do arroz.
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2.5 FBN na cultura do arroz

A FBN é um processo pelo qual maior parte do N atmosfeérico € incorporado a matéria
viva, ao longo da evolugdo do nosso planeta. Ainda hoje, este processo constitui a principal
via de incorporacdo de nitrogénio ao ecossistema, que constantemente é reciclado para a
atmosfera principalmente pela acdo de organismos decompositores MOS. Diante do custo
atual da energia fossil e da necessidade de fertilizantes nitrogenados para a producdo de
alimentos é grande o interesse pela FBN e o melhoramento da sua eficiéncia especialmente
em culturas agricolas que possuem elevada demanda de N para o seu cultivo, caso por
exemplo da cultura do arroz (PIMENTEL, 1991).

Desta forma, a acdo de organismos fixadores de n e desnitrificadores garante um
reservatorio inesgotavel de N na atmosfera. Além de garantir um ecossistema em equilibrio, a
reducdo na aplicacdo de doses excessivas de compostos nitrogenados na agricultura como por
exemplo o NO3’, que contamina as &guas e 0s vegetais consumidos pelo homem, possibilita o
desenvolvimento de uma agricultura menos agressiva ao ambiente. A FBN fornece entre 139 e
170 milhdes de toneladas de N, valores superiores aos 65 milhdes aplicados como fertilizantes
(PEOPLES e CRASWELL, 1992).

A fixacdo simbibntica de N depende da capacidade de alguns diazotréficos, que
apresentam uma baixa sobrevivéncia no solo, colonizarem principalmente o interior de raizes
de gramineas e em associa¢do com algumas plantas, fixarem N. Posteriormente este grupo foi
dividido em endofiticos facultativos, capazes de colonizarem tanto as raizes quanto o interior
das raizes, porém com baixa sobrevivéncia no solo, enquanto os endofiticos obrigatérios,
embora colonizam o interior das raizes e a parte aérea, ndo sobrevivem bem no solo
(BALDANI et al., 1997).

As bactérias diazotroficas sdo responsaveis por colonizarem os tecidos internos das
plantas, estimularem o crescimento vegetal, aumentando a resisténcia da planta a doencas
melhorando assim a qualidade da planta de resistir ao stress ambiental. As principais formas
de entrada dos microrganismos em vegetais, entre elas na cultura do arroz é através de feridas
aonde ocorre pela abrasdo com o solo durante o processo de crescimento radicular, também
através da adesd@o de polimeros extracelulares que facilitam a adesdo a superficie das raizes ou
podem chegar através dos estdmatos por correntes de vento ou de chuva, multiplicando-se e
invadindo a camara subestomatica (REIS et al., 2000).

Nas raizes esta atracdo ocorre através de compostos como flavonoides, que participam

da comunicacao enquanto fornecem fontes de carbono para as bactérias, ocorre a ligacdo das
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bactérias & superficie radicular através dos pontos de emergéncia raizes laterais, algumas
penetram através de descontinuidades existentes na epiderme tais como a zona de
alongamento e rachaduras laterais na raiz. No entanto, também podem-se espalhar em espacos
intracelulares e camara subestomatica, colonizando afilhos e folhas novas, algumas bactérias
movem-se das raizes para as partes aérea no xilema conforme MONTEIRO et al., (2012).

Devido sua capacidade de converter N atmosférico em amonia que pode ser utilizada
pela planta, as bactérias diazotréficas fazem parte das bactérias denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR). Os efeitos positivos destes organismos podem
ocorrer por influencia direta ocasionando o aumento da solubilizagéo e entrada de nutrientes
ou producdo de reguladores de crescimento vegetal, ou indireta aonde ocorre a supressédo de
patdgenos por producdo de siderosforos ou antibidticos (SABINO et al., 2007).

As bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP) sdo conhecidas como
bactérias responsaveis pela colonizacdo dos tecidos das plantas, atuam tanto pelo controle
biolégico de doencas como pela promocdo do crescimento das plantas, aumentando seu
desenvolvimento e produtividade conforme Mariano et al., (2003).

As BPCP podem ter habitat endofitico ou epifitco: As bactérias epifiticas encontram-
se na superficie dos 6rgdos vegetais, habitando locais protegidos utilizando exsudados e
nutrientes de fontes externas, sem causar doencas, podendo ser isoladas tanto do filoplano
quanto do rizoplano. As bactérias endofiticas encontram-se nos tecidos internos da planta,
colonizando os espacos intercelulares e cortex das raizes ou colonizando sistematicamente
toda a planta através dos vasos condutores sem causar nenhum sintoma de doenca
(AGARWAL e SHENDE, 1987).

Os principais efeitos observados na promogéo de crescimento de plantas sdo aumento
da taxa de germinacdo, crescimento das raizes, crescimento de colmos ou caules, aumento do
namero de folhas e &rea foliar, crescimento de tubérculos, aumento do numero de flores e
rendimento. As BPCP biocontroladoras atuam no crescimento, infectividade, viruléncia e
agressividade do patdgeno, bem como nos processos de infeccdo, desenvolvimento de
sintomas e reproducdo (HALMANN et al., 1997).

As BPCP podem aumentar o crescimento das plantas através de um ou mais
mecanismos tais como producéo dos fitohorménios auxinas, citocininas, giberelinas e etileno;
producdo de enzimas; producdo de &cido cianidrico (HCN); solubilizacdo de fosfatos e
oxidagdo de sulfatos; eliminacédo e alteracdo da microflora deletéria; fixacdo de nitrogénio e
producdo de antibioticos extra-celulares (AMOOAGHAIE et al., 2002).
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A bactéria mundialmente mais estudada € a Azospirillum, sua inoculagdo tem a
capacidade de modificar a morfologia do sistema radicial, incrementando, além do nimero de
radicelas, o didmetro das raizes laterais e adventicias, provavelmente devido a producéo, pela
bactéria, de substancias promotoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas
(CAVALLET et al., 2000). Estudos realizados com plantas da familia Poaceae, mostram que
de forma diferente das leguminosas a associacdo com bactérias diazotroficas nesta familia
botanica ndo ha formacdo de nddulos radiculares. Para a cultura do arroz, diversas bactérias
foram isoladas em associacdo com a planta, como espécies dos géneros Burkholderia,
Herbaspirillum, Azospirillum e Pseudomonas, Enterobacter e entre outras (DOBERAINER
1994; BALDANI et al., 2000).

A FBN no solo é realizada por organismos diazotroficos pertencentes ao grupo dos
procariotos, como algumas espécies de bactérias actnomicetos e cianobacterias que possuem a
capacidade de reducdo do N atmosférico em formas assimilaveis a planta. As bactérias
fixadoras de N podem contribuir para o crescimento vegetal devido a produgéo de hormonios
de crescimento, como por exemplo, as auxinas (REIS et al., 2007).

Apesar das contribuicdes da FBN terem sido inicialmente verificadas em plantas
leguminosas, plantas da familia Poaceae s&o utilizadas em estudos que constatam o aumento
na producdo quando inoculadas com bactérias diazotréficas. A exploragdo agricola da FBN
nos paises desenvolvidos vem sendo motivada através da conscientizacdo ecolégica, sobre o
uso intensivo e abusivo de produtos agroquimicos além de representar uma diminui¢do no
custo da producédo (BALDANI et al., 2006).

A FBN ainda ndo é a grande preocupacdo em muitos paises em desenvolvimento,
principalmente em culturas de Poaceae, como por exemplo, o arroz irrigado. De um modo ou
de outro, a exploracdo agricola da FBN depende do profundo conhecimento das bactérias
diazotréficas, suas relagbes com as plantas superiores e com 0s demais membros da
microflora do solo e da rizosfera (PIMENTEL, 1991).

A aplicacgdo pratica da FBN em gramineas ainda é incipiente, porém grandes avangos
tém sido obtidos em termos da identificagdo, da contribuicdo da FBN e a manipulacdo das
associacOes de bactérias fixadoras de nitrogénio com as gramineas visando aumentar sua

eficiéncia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O experimento foi realizado no periodo de 29/11/2013 a 18/04/2014 na area
experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM (29° 45°S, 53° 42°W; cerca de 95 metros de altitude), Rio Grande do Sul, Brasil. O
clima do local é subtropical himido (tipo Cfa2 na classificacdo de Képpen) com precipitacdo
média anual de 1.686 mm e temperatura média anual de 19,3°C. O solo foi classificado como
Planossolo Hidromorfico Eutrofico arénico (EMBRAPA, 2006). Anteriormente a implantacédo
do experimento, o solo da &rea foi revolvido com grade de discos e depois cultivado com

arroz irrigado.

3.2 Delineamento experimental e tratamentos utilizados

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com quatro repeticdes
em um fatorial 2 x 4 x 3, sendo duas cultivares de arroz irrigado (BR IRGA-409 e Puita Inta-
CL), quatro condic@es de inoculacdo (sem inoculacdo - Sl, estirpe UFSM-11, estirpe UFSM-
13 e 0 Azospirillum brasiliense presente no inoculante comercial Masterfix Gramineas, Stoller
- IC) e trés doses de N (0, 50% e 100% da dose recomendada para a cultura), totalizando 24
tratamentos.

As cultivares de arroz e as estirpes (UFSM) foram selecionadas a partir do estudo
realizado por Nunes (2013), em casa de vegetacdo, com 0 objetivo de selecionar e avaliar a
eficiéncia de bactérias diazotroficas endofiticas, obtidas de diferentes cultivares de arroz
irrigado cultivadas no Estado do RS, no fornecimento de N e na promocdo de crescimento de
plantas de arroz cultivadas em condi¢cdo de inundacdo. A caracterizacdo molecular das
estirpes UFSM-11 e UFSM-13 realizada no Instituto Bioldgico de Sao Paulo, utilizando a
técnica molecular em PCR, indicou que essas estirpes pertencem as especies Enterobacter

Oryzendophyticus e Herbaspirillum Frigiense, respectivamente.
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3.3 Inoculagédo das sementes de arroz irrigado com bactérias diazotroficas e meios de

cultura

As estirpes encontravam-se devidamente acondicionadas em eppendorfs na colecdo do
Laboratdrio de BiotransformacBes de Carbono e Nitrogénio (LABCEN) da UFSM. Estas
foram crescidas em meio de cultura seletivo aonde inoculou-se 1 pL da cultura bacteriana dos
isolados UFSM-11 (Enterobacter Oryzendophyticus) e UFSM-13 (Herbaspirillum Frigiense),
conforme Dobereiner et al. (1994). Separadamente, em 5 mL de meio de cultura rico em
nutrientes (DYGS, Anexo A), aonde permaneceram por 72 horas em incubadora sob
temperatura de 24°C e agitacdo de 115 rpm até observar-se a formacdo de um véu no tubo de
ensaio com o meio de cultura liquido.

Logo apds foram inoculadas 15 mL deste meio de cultura com a bactéria crescida em
turfa previamente esterilizada, a qual foi cedida pela EMBRAPA Agrobiologia Seropédica
(RJ). Apos a inoculagdo na turfa as estirpes foram mantidas na incubadora por 24 horas a
temperatura de 24°C.

A contagem do numero de células das bactérias diazotréficas presentes na turfa foi
realizada através da técnica do NMP (NUmero Mais Provavel), utilizando os meios de cultura
seletivos Nfb e JNfb (Anexo B) com trés repeticbes. A turfa com o isolado UFSM-13
apresentou 2,5 x 10" células g™ e a turfa com o isolado UFSM-11 apresentou 7,5 x 10°
células g*. O niimero de células viaveis presentes no IC foi de 2 x 10° células mL™.

A inoculacdo das bactérias (UFSM-11, UFSM-13 e Azospirillum brasiliense-
Masterfix) nas sementes das duas cultivares foi realizada em laboratorio. A turfa com as
estirpes UFSM-11, UFSM-13 foi aplicada na dose de 10 g para 1 kg de semente. O IC foi
inoculado nas sementes conforme as recomendac6es do fabricante, o qual indica a dose de 20
mL por 1 kg de semente. Apds a aplicacdo da turfa e do inoculante as sementes foram

homogeneizadas e em seguida colocadas para secar ao ar no laboratorio.

3.4 Semeadura e manejo da cultura do arroz

Antecedendo a semeadura o solo da area do experimento foi preparado atraves do uso
de gradagens. A semeadura do arroz foi realizada 29/11/2013 com auxilio de uma semeadora
mecanizada e 0 espacamento entre linhas utilizado foi de 0,17 m. Em cada parcela foram
semeadas 9 linhas com comprimento de 1,53 m totalizando uma area de cultivo de 4,59 m?

para cada unidade experimental.
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Nos tratamentos com o uso de N, a adubag&o nitrogenada na semeadura e na cobertura
foi realizada de acordo com a anélise do solo e recomendacdo da CQFS - RS/SC (2004). A
dose de N recomenda para o solo da area do experimento é de 100 kg ha™ (100%N), com isso
nos tratamentos 50%N foi aplicado 50 kg ha®. O N foi aplicado na forma de ureia. A
aplicacdo do N foi realizada em trés épocas: a 12 aplicacdo foi na semeadura no dia
29/11/2013, 2@ aplicagdo no inicio do perfilhamento anterior ao no inicio da irrigacdo em
22/12/2013, 3% aplicacdo no inicio da diferenciacdo da panicula em 17/01/2014.

3.5 Producdo de matéria seca e produtividade de grao

A producao de matéria seca (MS) pelo arroz foi avaliada em trés épocas: a 12 coleta no
estadio RO, a 22 coleta no estadio R1 na diferenciacdo da panicula e a 32 coleta foi realizada na
plena maturacéo fisiologica no estddio R9. Em cada época foi realizada a coleta das plantas
presentes em dois segmentos de 0,5 m lineares por parcela. Na coleta realizada na maturacéo
fisioldgica as plantas foram separadas em grdos e palha. Apo0s a coleta as plantas de arroz
foram secas em estufa a 65°C até peso constante e em seguida pesadas para determinacdo da
MS produzida.

A avaliacdo da produtividade de graos foi realizada na maturacéo fisiolégica da cultura
coletando-se as plantas de quatro segmentos de 2 m linear de cada parcela. Apds a coleta o
material foi trilhado, os grdos pesados e a producéo final de gréos foi corrigida para 13% de

umidade.
3.6 Acumulo de N e quantificagdo da FBN

A quantidade de N acumulada pela cultura do arroz nos diferentes tratamentos foi
determinada nas mesmas épocas da avaliagdo da producdo de MS. O material vegetal seco foi
moido e os teores de N total determinados em analisador elementar (modelo Flash EA 1112,
Thermo Finnigan, Milan, Italia).

A quantificacdo da FBN foi realizada através da técnica da abundancia natural do
isétopo N e apenas nos tratamentos com inoculacéo e sem N e naqueles sem inoculacéo e
sem N. Esta técnica toma por base o fato de que o N do solo é normalmente um pouco
enriquecido em °N em relagdo ao N, do ar, como resultado de fracionamento isotépico
entre “*N e N que ocorre nos processos fisicos, quimicos e biolégicos nas transformacdes do

N da matéria organica e do solo. Dessa maneira, uma planta ndo fixadora do N, crescendo
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nas mesmas condices da planta fixadora, tera sua composicdo em *°N semelhante ao do N
disponivel do solo. Por outro lado, a planta fixadora do N, apresentara uma abundancia em
>N menor, devido ao efeito de diluicdo que esse N causara, uma vez que o >N em excesso
da atmosfera é zero (BODDEY, et a., 2001).

No presente estudo as plantas testemunhas (controle) que se desenvolveram
espontaneamente na &rea de cultivo do arroz foram: picdo-preto (Bidens pilosa L.), agua pé
mirim (Heteranthera reniformis), aguapé (Sagittaria guyanensis), angiquinho (Aeschynomene
sensitiva) e capim arroz (Echinochloa crusgalli). Ap6s a coleta dessas plantas as mesmas
foram secas a 65°C e moidas. Em seguida nas amostras secas e moidas das plantas controles e
do arroz coletadas na maturacdo fisiologica da cultura foi determinado o0 excesso isotopico em
>N utilizando um analisador elementar (modelo Flash 2000 IRMS) acoplado em linha a um
espectrometro de massas (modelo Delta Advantage marca Thermo Electron) instalado no
Laboratdrio Biotransformacdes de Carbono e Nitrogénio, no Departamento de Solos da
UFSM. Na tabela 1 sdo apresentados os valores de abundancia natural em N (6°N)
determinados nas plantas testemunhas. Para o calculo da FBN foi utilizado o valor médio de
"N de 10,07.

A percentagem de N derivada da FBN na planta (%FBN) foi calculada pela formula

abaixo:

%FBN = [(6"°Nt - 8"°Nis) / ( 5Nt — B)] x 100

Sendo que 5™°Nt e "°Ns correspondem aos valores de abundancia natural de °N das
plantas testemunhas e do arroz, respectivamente e B € uma constante relacionada ao processo

de discriminacéo isotépica de *°N pelo processo da FBN.

Tabela 1 — Valores de abundancia natural de *°N das plantas testemunhas.

Espécies de plantas testemunhas 3N
Picdo-preto (Bidens pilosa L.) 9,06
Agua pé mirim (Heteranthera reniformis) 8,96
Aguapé (Sagittaria guyanensis) 10,75
Angiquinho (Aeschynomene sensitiva) 10,85
Capim arroz (Echinochloa crusgalli) 10,58

Media 10,07
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3.7 Analise dos resultados
Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia, sendo as médias

comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5%. As analises estatisticas foram realizadas com o

programa Sisvar 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produgéo de MS

A reposta das cultivares de arroz a inoculacao foi variavel durante o ciclo da cultura e
ndo houve interacdo apenas para os fatores cultivar x inoculagdo no estadio R9. No estadio RO
a inoculagdo das estirpes UFSM-11 e UFSM-13 na cultivar IRGA-409 promoveu um
incremento de 16% e 13% na MS, respectivamente, em relacdo ao tratamento Sl (Tabela 2).
Neste mesmo estadio a inoculagéo na cultivar Puitd apresentou efeito positivo apenas quando
utilizada a estirpe UFSM-13, a qual resultou em incremento de 13% na MS produzida
comparado ao tratamento Sl (Tabela 2). J& no estadio R4, observa-se auséncia de efeito da
inoculacdo sobre a producdo de MS na cultivar 409 (Tabela 2). Na cultivar Puita efeito
significativo da inoculacdo foi observado apenas com o IC, o qual promoveu um incremento

de 21% na MS da parte aérea da cultivar em relacdo ao tratamento SI.

Tabela 2 — Producéo de matéria seca (Mg ha™) da parte aérea em duas cultivares de arroz em
dois estadios de desenvolvimento (RO e R4) sob quatro condi¢des de inoculacdo de bactérias
diazotroficas.

Cultivar Inoculacdo
UFSM-11 UFSM-13 IC SI
RO
409 3,7aA 3,6bA 3,2Bb 3,2bB
Puita 4,2aC 5,1aA 3,9aC 4,5aB
R4
409 8,7aAB 8,8aAB 8,2bB 9,4aA
Puita 8,4aB 9,0aB 10,1aA 8,3bB

Médias seguidas de mesma letra minGscula e maitscula na coluna e na linha, respectivamente, néo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante comercial; Sl, sem inoculacéo.

No estddio R9 houve apenas efeito isolado da inoculagdo sobre a producédo de MS.
Observa-se que todas as estirpes testadas apresentaram efeito positivo sobre a producdo de
MS nesse estadio (Tabela 3). No entanto, os maiores incrementos foram observados com a
inoculacdo da estirpe UFSM-13 e do IC que resultaram em um incremento médio em relacéo
ao tratamento Sl de 1,8 Mg de MS ha™.

O efeito positivo da inoculacdo de bactérias diazotroficas sobre a produgdo de MS é
relatada em diversos estudos realizados na cultura do arroz (GUIMARAES, 2003; JHA et al.,
2009; Ferreira et al., 2014), do milho (MAZZUCHELLI et al., 2014; NETO et al., 2013) e
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trigo (LEMOS et al., 2013). No estudo de Guimarées (2003) a inoculagdo da estirpe ZAE94
(Herbaspirillum seropedicae) em cultivares de arroz, proporcionou um aumento em até 43%
na MS da parte aérea da cultura. Ferreira et al. (2014) testando a inoculacdo em cultivares de
arroz observou efeito positivo da inoculagdo sobre a altura de planta e massa fresca da parte
aérea, apresentando em média para a altura de planta valores 9,3% superiores em rela¢do ao
controle e de massa fresca da parte aérea com valores medios 8,8% superiores ao controle.
Em trabalho realizado por Jha et al. (2009) com duas cultivares indianas de arroz também
foram observados efeitos positivos da inoculacdo de bactérias sobre o crescimento da parte

aérea das plantas inoculadas.

Tabela 3 — de matéria seca (Mg ha™) da parte aérea em duas cultivares de arroz em trés
estadios de desenvolvimento (RO, R4 e R9) e sob quatro condi¢fes de inoculacédo de bactérias
diazotroficas.

Estéadio Cultivar Inoculacdo
409 Puitd UFSM-11 UFSM-13 IC Sl
RO 3,5b 4,42 3,9b 4,4a 3,6¢ 3,9b
R4 8,7a 8,9 8,5b 8,9ab 9,18 8,8ab
R9 21,6a 21,42 21,3b 22,2a 22,22 20,4c

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante
comercial; Sl, sem inoculacéo.

O resultado da andlise de variancia indicou interacdo significativa entre os fatores
cultivar x dose nitrogenada para a producdo de MS em todos os estadios avaliados (Tabela 4).
De maneira geral a cultivar 409 apresentou maior resposta a adubacéo nitrogenada comparada
a cultivar Puitd. Por exemplo, no estadio R9 na cultivar 409 a producdo de MS aumentou em
1,6 e 2,6 Mg ha™* em relagdo ao tratamento sem N quando utilizada 50 e 100% da dose de N,
respectivamente (Tabela 4). Ja para a cultivar Puitd ndo houve diferenca na MS produzida
pela testemunha e o tratamento com 50% de N e com a aplicagdo de 100% da dose de N 0

incremento de MS foi de apenas 1,6 Mg ha™.
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Tabela 4 — Producdo de matéria seca (Mg ha™®) da parte aérea de duas cultivares de arroz em
trés estadios de desenvolvimento (RO, R4 e R9) e trés doses de N.

Doses de Adubacdo Nitrogenada

Cultivares (%)
0 50 100
RO
409 3,0bC 3,5bB 3,9bA
Puita 4,2aB 4,4aB 4,7aA
R4
409 8,6bAB 8,5hB 9,1bA
Puita 9,2aA 9,0aA 8,6aA
R9
409 20,2aC 21,8aB 22,8aA
Puitd 20,8aB 21,1aB 22,4aA

Médias seguidas de mesma letra minGscula e maidscula na coluna e na linha, respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

A interacdo entre os fatores inoculacdo x dose de adubacdo para a producdo de MS
também foi significativa em todos os estaddios de avaliagdo (Tabela 5). No estadio de
maturacado fisiologica (R9) observa-se que até 50% da dose de N houve maior producédo de
MS com a inoculagdo do isolado UFSM-13 e do IC do que sem o uso da inoculacdo. E
importante ressaltar que com o uso do isolado UFSM-13 e do IC ndo houve diferenca na
producdo de MS entre as doses de N utilizadas indicando que a inoculagéo teve efeito similar
ao da adubacdo nitrogenada sobre a producdo de MS das cultivares testadas.

Tabela 5 — Producéo de matéria seca (Mg ha™) da parte aérea de arroz em trés estadios de
desenvolvimento (RO, R4 e R9) e sob quatro condi¢cGes de inoculacdo de bactérias
diazotroficas e trés doses de N.

Doses de adubagéo nitrogenada

Tratamentos (%)
0 50 100
RO
UFSM-11 3,7bB 3,8bB 4,2bA
UFSM-13 4.2aB 4.2aB 4.9aA
IC 3,1cB 3,9abA 3,8cA
Sl 3,5hC 3,8bB 4,3bA
R4
UFSM-11 7,7bB 7,8bB 10,0aA
UFSM-13 8,3bB 9,5aA 8,9bAB
IC 10,0aA 9,2aAB 8,3bB
Sl 9,7aA 8,5abB 8,3bB
R9
UFSM-11 19,5bC 21,4abB 23,1aA
UFSM-13 22,0aA 21,8aA 22 ,9abA
IC 21,6aA 22,3aA 22,7abA
Sl 18,9bC 20,3bB 21,7bA

Médias seguidas de mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha, respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante comercial; Sl, sem inoculacéo.
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Diversos estudos indicam que o uso isolado da inoculagdo de bactérias diazotroficas
ndo é capaz de sustentar elevadas taxas de crescimento das culturas gramineas (Ferreira et al.,
2010; Ramos et al., 2010). Isso em funcdo da FBN em gramineas ndo proporcionar elevadas
quantidades de N como observado em leguminosas como a soja. No presente estudo observa-
se que principalmente para a estirpe UFSM-13 e o IC o uso combinado a adubacdo
nitrogenada promoveu aumento na producdo MS em relagdo ao tratamento Sl. Ferreira et al.
(2010) observaram que a inoculacdo de Azospirillum brasilense, estirpe Sp245, em variedade
de trigo BRS 296, acrescidos com dose de 40 kg N ha™ obtiveram aumento médio de 23,2%
de N-total da parte aérea em relacdo ao controle sem inoculacdo. No estudo de Ramos et al
(2010) quando as sementes de milho foram inoculadas com Azospirillum spp. e 30 kg ha™ de
N em cobertura obtiveram resultados de maior altura de planta de milho em relacdo a
testemunha com inoculacdo sem N. J& em estudo de Freitas et al. (2011) com Azospirillum
brasilense observaram que o uso do inoculante ndo proporcionou aumento significativo em na

area folia, sendo a mesma influenciada apenas pelas doses de N.

4.2 Acimulo de N

A andlise de varidncia dos dados de N acumulado na MS das cultivares de arroz
indicou a ocorréncia de interagcdo entre fatores apenas em RO (Tabela 6). Observou-se
incremento no acumulo de N na cultivar 409 de 22% e 17% quando inoculada com as estirpes
UFSM-11 e UFSM-13, respectivamente. O uso do IC ndo promoveu aumento significativo no
acumulo de N em RO. Na cultivar Puitd nesse mesmo estadio verificou-se aumento
significativo no acimulo de N apenas com o uso do isolado UFSM-13, o qual promoveu um

incremento de 15% em relagéo ao tratamento Sl (Tabela 6).

Tabela 6 — Acimulo de N (kg ha™) na parte aérea de duas cultivares de arroz sob quatro
condigdes de inoculacédo de bactérias diazotroficas.

Inoculagdo
Cultivares UFSM-11 UFSM-13 IC Sl
409 63,3bA 59,6bA 47,5bB 49,2bB
Puitd 70,8aB 88,2aA 69,2aB 75,7aB

Médias seguidas de mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha, respectivamente, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante comercial; SI, sem inoculacéo.

Analisando a interacdo entre inoculacdo x adubacdo no estadio RO, verifica-se efeito
positivo da inoculagéo das estirpes UFSM-11 e 13 combinada a 50% da dose de N sobre o
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acumulo de N na MS das cultivares de arroz (Tabela 7). A quantidade média de N acumulada
pelo arroz nesses dois tratamentos (70 kg ha™) superou em 32% aquela do tratamento Sl e
com 50% da dose de N.

Tabela 7 — Actimulo de N (kg ha™) na parte aérea da cultura do arroz sob quatro condicdes de
inoculacdo de bactérias diazotroficas e trés doses de N.

Inoculagio N
0 50 100
UFSM-11 61,0abA 68,8aA 71,4aA
UFSM-13 70,8aA 71,7aA 79,2aA
IC 46,0cB 60,4abA 68,7aA
SI 55,5bcB 53,0bB 78,8aA

Médias seguidas de mesma letra minGscula e maitscula na coluna e na linha, respectivamente, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante comercial; SI, sem inoculacéo.

Nos estadios R4 e R9 houve apenas efeito isolado dos fatores cultivar e inoculacdo
(Tabela 8) e adubagdo nitrogenada (Tabela 9). Em R4 a cultivar Puit4d apresentou maior
acumulo de N do que a cultivar 409. No entanto na maturacgdo fisiolégica (R9) a quantidade
de N entre essas duas cultivares ndo diferiu. A adubacao nitrogenada promoveu um acréscimo
na quantidade de N acumulado em relacdo ao tratamento sem o uso de N (Tabela 9). Por
exemplo, em R9 a quantidade de N acumulada no tratamento sem N foi de 203,8 kg ha™ e
aumentou em 12 e 24% quando aplicado 50 e 100% da dose de N, respectivamente.

Tabela 8 — Acimulo de N (kg ha™*) na parte aérea de duas cultivares de arroz em trés estadios
de desenvolvimento (RO, R4 e R9) sob quatro condicdes de inoculacdo de bactérias
diazotroficas.

Parédmetro Cultivar Inoculacéo
409 Puitd UFSM-11 UFSM-13 IC Sl
RO 54,9b 76a 67,1b 73,9a 58,3c 62,4bc
R4 85,8b 107,9a 103,22 96,8ab 99,0a 88,5b
R9 225,3a 232,0a 200,8b 249,2a 256,8? 207,9b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. IC, inoculante
comercial; Sl, sem inoculagéo.

Tabela 9 — Actimulo de N (kg ha™*) na parte aérea de duas cultivares de arroz em trés estadios
de desenvolvimento (RO, R4 e R9) e trés doses de N.

Estadio Doses de adubagdo nitrogenada
(%)
0 50 100
RO 58,3b 63,5b 74,5a
R4 90,7b 96,1ab 103,8a
R9 203,8¢c 228,4b 253,8a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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A producéo de arroz depende, sobretudo, da disponibilidade de N para as plantas, pois
este € um dos principais nutrientes responsaveis pelo aumento do valor dos componentes de
producdo e a sua auséncia torna-se um fator limitante ao crescimento vegetal (FAGERIA,
STONE, 2003). Além da adubacdo nitrogenada, a inoculacdo de bactérias diazotréficas em
cultivares de arroz irrigado pode ser importante estratégia para promover o aumento no
acumulo de N pela planta. No presente estudo, no estadio R9 da cultura do arroz, o acimulo
de N nos tratamentos com o uso da estirpe UFSM-13 e IC superou em média 45 kg ha™ a
quantidade de N acumulada no tratamento controle (Tabela 8).

Esses resultados indicam efeito positivo da inoculacdo sobre o acumulo de N.
GUIMARAES (2010) em estudo semelhante realizou a inoculacdo da estirpe ZAE 92 -
Herbaspirillum seropedicae, em cultivares de arroz irrigado e verificaram que o acimulo de
N foi 34% maior que no tratamento controle. Malik et al. (2002) avaliando a inoculacdo de
bactérias do género Azospirillum sp. observaram aumento de 30% do N total nas cultivares
testadas. Em experimentos realizados por Baldani et al. (2000) em condicGes de casa de
vegetacdo, demosntraram que as estirpes M130 (Burkholderia sp.), ZAE94 (H. seropedicae) e
M209 (Burkholderia sp.) contribuiram com 20%, 17% e 11%, respectivamente, do nitrogénio
acumulado na MS das plantas de arroz. Alguns studos com a bactéria Azospirillum apontam
gue sua inoculacdo apresenta efeitos aléem da contribuicdo pela FBN. Essa bactéria possui a
capacidade de modificar a morfologia do sistema radicial, incrementando, além do nimero de
radicelas, o didmetro das raizes laterais e adventicias, provavelmente devido a producéo, pela
bactéria, de substancias promotoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas
(CAVALLET et al., 2000). Tais modificacdes melhoram a absorcdo de agua e nutrientes do

solo resultando em melhor crescimento e desenvolvimento das plantas.
4.3 Fixacao bioldgica de N (FBN)

A andlise estatistica dos dados de 5'°N (%o) e FBN (% e kg ha™) indicou ndo haver
interacdo entre variedades de arroz e inoculacdo para essas variaveis (Tabela 10). Houve
apenas efeito da inoculacdo, independente da variedade de arroz utilizada (409 e Puitd). Os
valores de 8"°N (%o) medidos na parte aérea do arroz na maturagdo fisiolégica em todos 0s
tratamentos sdo inferiores a média de 10,1 observada para as plantas invasoras utilizadas
como testemunha, indicando a ocorréncia de FBN nas duas variedades de arroz nas quatro
condicBes de inoculacdo. Os menores valores de 5'°N (%o) foram observados com a estirpe
UFSM-13 (5,1), sendo que nos demais tratamentos os valores de 8N nao diferiram entre si e

atingiram valor médio de 5,9.
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Tabela 10 — Valores de & °N e porcentagem e quantidade de N proveniente da FBN em duas
cultivares de arroz em quatro condic¢des de inoculagdo de bactérias diazotréficas e sem o uso
de adubacdo nitrogenada.

Cultivares/inoculagio® 3 15N (%o) FBN (%) FBN (kg ha™)
409 53 47,8 91,2
409-UFSM-11 6,2 38,9 67,1
409-UFSM-13 3,9 60,9 126,9
409-IC 59 41,9 93,4
Puita 56 441 84,9
Puita-UFSM-11 5,6 44,6 82,7
Puita-UFSM-13 4,3 57,3 133,4
Puita-IC 6,0 40,0 89,3
Variedades®
409 58a 42,6 a 85,6 a
Puiti 56a 44,0 a 919a
Inoculacéo
Sl 6,2b 38,7¢ 74,0 c
UFSM-11 6,0b 40,7 c 73,2 ¢C
UFSM-13 51a 495a 109,3 a
IC 56b 44,2 b 98,2b

1 409, BR IRGA-409; Puit4, Puitd Inta-CL; IC, inoculante comercial; SI, sem inoculagdo® Médias
seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

Com base nos valores de abundancia natural de *°N foi possivel estimar a contribuicdo
da FBN para o fornecimento de N as variedades de arroz nas quatro condi¢fes de inoculacéo.
Em média, 43,3% do N acumulado nas variedades de arroz sem adubac¢do nitrogenada foi
oriunda da FBN. Considerando a inoculagéo, os valores de percentagem de FBN observados
decresceram na seguinte ordem: UFSM-13 (49,5) > inoculante (44,2) > UFSM 11 (38,7) =
sem inoculacdo (40,7). Verifica-se que a inoculagdo da estirpe UFSM-13 resultou em um
aumento de 10,8 pontos percentuais em relacdo aos tratamentos sem inoculacdo. Ja o
inoculante promoveu incremento na FBN de apenas 5,5 pontos percentuais em relacdo ao
controle sem inoculagéo.

A quantidade de N proveniente da FBN foi obtida a partir da multiplicacdo dos valores
de FBN (%) pelos valores de N total acumulado em R9 (maturacéo fisioldgica). A quantidade
de N proveniente da FBN néo diferiu entre as duas variedades testadas, atingindo valor médio

de 88,9 kg de N ha™. Entre os tratamentos com e sem inoculacdo a quantidade de N
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proveniente da FBN seguiu comportamento semelhante ao observado para a percentagem do
N proveniente da FBN em que os maiores valores foram observados com a estirpe UFSM-13.
Nesse tratamento a quantidade de N proveniente da FBN atingiu 109,3 kg ha-a e superou o
tratamento controle sem inoculacdo em 35 kg ha™. Com o uso do inoculante comercial esse
aumento foi de 24 kg de N ha™. A FBN, em cultivares de arroz irrigado pode resultar em até
50 kg ha™ por cultivo, sendo considerado que provavelmente a FBN realizada nessas plantas
seja 0 resultado da atividade de varias espécies de microrganismos diazotroficos que
encontram-se associados. Sao indimeros os efeitos positivos da inoculacdo de bactérias
diazotroficas em cultivares de arroz irrigado (ROGER e LADHA, 1992).

4.4 Produtividades de gréaos

Para a produtividade de grdos foi observada interacdo significativa apenas entre os
fatores inoculagdo x nitrogénio. Ainda, ndo foi observada diferenca na produtividade de gréos
das duas cultivares, sendo o valor médio obtido de 11,1 Mg ha™. Em relacdo ao fator
inoculacdo, observou-se incremento na produtividade de grdos apenas com o0 uso da estirpe
UFSM-13. Na tabela 11 observa-se que na auséncia de adubacgéo o tratamento com a estirpe
UFSM-13 superou em 1,5 Mg ha™ o tratamento sem inoculacdo. Estudo realizado por Kuss
(2006) avaliando o uso da bactéria da espécie Azospirillum brasiliense quando inoculada a
cultivar IRGA 420 sem adicdo de N, verificou que a inoculagdo promoveu um aumento na
produtividade de grdos de 12% comparado ao controle sem inoculacdo. Aumentos na
producdo de grdos e no contetdo de N dos grdos na cultivar IAC4440 também foram
observados em experimentos realizados por Ferreira (2003), onde foi verificados aumentos de
13% a 19% em plantas que foram inoculadas com a estirpe H. seropedicae. Resultados
similares foram obtidos em experimentos de inoculacdo com Azospirillum spp. na cultura do
milho, com aumentos de 17% na producéo de grdos (CAVALLET et al., 2000). Em estudo
realizado por NUNES (2015) na cultura do trigo a inoculacéo de A. brasilense aumentou 10%

a produtividade de cultivares de trigo comparado ao tratamento Sl.
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Tabela 11 — Produtividade de grdos (Mg ha™) da cultura do arroz sob quatro condicdes de
inoculagdo de bactérias diazotroficas e trés doses de N.

Inoculacéo Adubacdo Nitrogenada
0 50 100
UFSM-11 9,9bB** 10,9aAB 11,8aA
UFSM-13 11,9aA 11,3aA 11,3aA
IC 10,9abA 11,5aA 11,5aA
Sl 10,4bA 11,0aA 11,3aA

Médias na coluna e na linha com letras mindsculas, respectivamente, diferem entre si pelo teste de teste Tukey, a
5% de probabilidade. IC, inoculante comercial; SI, sem inoculagéo.

Os resultados de produtividade de grdos indicam baixa resposta das variedades a
adubacdo nitrogenada. Apenas para o tratamento com a estirpe UFSM-11 foi observado efeito
da aplicacdo de N sobre a produtividade de gréos. Nesse tratamento a resposta ocorreu
somente com 0 uso de 50% da dose de N recomendada. Nos demais tratamentos a
produtividade de grdos ndo respondeu a adubacdo nitrogenada de 50% e 100% da dose
recomendada para a cultura nas condi¢des do experimento do presente estudo. Além disso, ao
contrario do observado para a producdo de MS e acimulo de N, ndo foi observado efeito
positivo do uso combinado da inoculagéo e doses de N sobre a produtividade de graos.

Os valores de produtividade de grdos alcancados no presente estudo podem ser
considerados elevados, principalmente na condicdo de auséncia de adubacdo nitrogenada.
Tais resultados podem estar relacionados em parte a significativa contribuicdo da FBN ao
suprimento de N a cultura que mesmo sem inoculagdo na média das duas variedades, a FBN
contribuiu com 43,3% do N acumulado (88,9 kg ha™) na maturacéo fisiologica (Tabela 10). A
ocorréncia natural da FBN em arroz, ou seja, sem 0 uso da inoculacdo, ja é relatada em
diversos estudos (ARAUJO et al., 2015; DIDONET et al., 1993; FAGERIA et al., 1997;
MACHADO et al. 1998; LANA et al. 2010). O ambiente alagado gera uma condicéo de baixa
disponibilidade de O, o que favorece a atividade da enzima nitrogenase nas bactérias
diazotroficas de vida livre e em endofiticas facultativas e obrigatdrias. Estudos realizados pela
Embrapa Seropedica - RJ, mostram que a inoculagéo de bactérias diazotréficas em cultivares
de arroz irrigado é responsavel por reduzir até 30% dos gastos com fertilizantes nitrogenados
aplicados na lavoura (BALDANI et al. 2006).
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5 CONCLUSOES

A inoculagdo de bactérias diazotroficas aumentou a producdo de MS e acumulo de N
na maturacdo fisioldgica do arroz com destaque para a estirpe UFSM-13 e o inoculante
comercial.

O uso combinado da inoculagdo e adubagdo nitrogenada promoveu aumento na
producdo de MS e acumulo de N, no entanto isso ndo resultou em maior produtividade de
gréos.

A FBN ocorreu naturalmente nas variedades de arroz BR IRGA-409 e Puité Inta-CL e
foi aumentada nessas variedades com a inoculacdo da estirpe UFSM-13 e do inoculante
comercial.

A produtividade de grdos aumentou apenas com o uso da estirpe UFSM-13.
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Anexo A — Meios de Cultivo utilizados

Meio de cultura NFb

ACIAO MALICO ... 5¢
KoHPO;, ........... SO 10% ...cvvveeiiieiee e, 5mL
M@SO4.7H20 ...S01. 10% ...oovveiiiceeeie e 2mL
NaCl ............... SOL 10% ..o 1mL
CaCl,.2H;0 .....501. 1% ...ooovveiceeee e 2 mL
FeEDTA ......... SOL. 1,64% ...ccovvveeeiieeeeiieee e, 4 mL
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH ..... 2 mL
Sol. de micronutrientes para meio de cultura .... 2 mL
Vitamina para meio de cultura ............ccccvevvenen. 1mL
0] 1O 459

Ajustar o pH para 6,5;
Completar para 1000 ml com &gua destilada.
Adicionar 1,99 e 17g de agar/L para meio semi-sélido e sélido respectivamente.

e Meio de cultura JNFb

ACIHO MAKICO ..., 5¢
KoHPO,............ SOL10%0.c..c e 6 mL
KH,PO.,............ SOL. 109% ...evveeeeeiiee e 18 mL
M@SO4.7H20....501. 10% ....oovviieieiieee e 2mL
NaCl................ SOL 10% .oooveeeveeceeeeece e 1mL
CaCly.2H;0..... S0l 1% ..ooveivieiicieceee e, 2 mL
Solucdo de micronutrientes para meio de cultura...... 2 mL
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH ............... 2 mL
FeEDTA............ SO 1,64% ...ovvveeevieee e 4 mL
Vitamina para meio de cultura ...........cccooevveirinenen, 1mL
0] = 1O 459

Ajustar o pH para 5,8 com KOH e completar o volume para 1000 mL. Adicionar 1,99 e 179
de agar/L para meio semi-solido e sélido respectivamente. Ao meio solido adicionar 20mg de
extrato de levedura.

e Meio de culturaDYGS

GlICOSE evevvevciiie e 2049

Acido MAlICo .......ccovveeeeenee. 20g
Peptona bacteriologica ............. 15¢g

Extrato de levedura .................. 2,09
K2HP04 ..................................... 0,5 g
M@SO4. 7TH20....ccieieiei 0549
Acido glutamico ...........ccceveveee. 159

Agua destilada ......................... 1000 mL
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pH 5,0 — Burkholderia spp.

pH 6,0 — Herbaspirillum spp.

pH 6,8 — Azospirillum spp.

pH 6,0 — Gluconacetobacter diazotrophicus (sem a adigdo do &cido malico ao meio).

e Meio Batata

Batata ........coooiii 2009
ACIAO MALICO ..o 250
AGUCAS CrIStAl ... 259
Solucédo de micronutrientes para meio de cultura ........... 2 mL
Solucdo de vitamina para meio de cultura ..........c..cco..... 1mL

Pesar a batata, descascar, lavar, cortar e colocar para ferver durante meia hora.
Paralelamente colocar 2,5 g de &cido 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. Depois de fervida, filtrar a batata com
algoddo, juntando ao filtrado, a sol. de &cido maélico, aclUcar cristal, micronutrientes e
vitamina. Completar para 1.000 mL com &gua destilada e colocar o Agar por Gltimo, antes da

esterilizacéo.



Anexo B - Solucoes utilizadas

e Solugdo de micronutrientes para meio de cultura

NazM00O4.2H20......covviiiiiiiiiiece, 1,009
MNSO4.H0. ..., 1,75g
E Yo 1,40g
CUSO.5H20.oveeeeoereeeseeeeeeseeeeeeeereeen 0,04g
ZNSO4.TH2O ..o 1,209

Completar o volume para 1000mL com &gua destilada.

e Solucdo de vitaminas

Biotina........coovvviiiiii 10 mg
Pyridoxol-HCL..........cccocnivnns 20 mg
Agua destilada.............ccccen... 100 mL

Dissolver em banho-maria

Dissolver em banho maria e completar o volume para 100 mL com agua destilada estéril e

manter a solugdo em geladeira.

e Solucdo salina para dilui¢do de células

KoHPO;, ........... SOl 10% ....ccvveveeeiiiien 1,0 mL
MgSQ; ............ SOl 10% ...oovveveeiiiiee, 0,5mL
NaCl ............... SOl 10% ..o 0,2 mL
CaCl2.2H20 ..... 501 1% ..o, 0,5mL
FeEDTA .......... sol. 1,64% .........ocveee. 1,0 mL
Sol. de micronuturientes para meio de cultura ........ 0,5mL

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