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RESUMO

VIANA, T. O. Isolamento e inoculacdo de bactérias diazotréficas em arroz
(Oryza sativalL.) cultivado em Vitoria da Conquista - BA. Vitéria da
Conquista-BA: UESB, 2012. 97 p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia,
Area de Concentragdo em Fitotecnia)®

O arroz é a terceira maior cultura cerealifera do mundo, apenas ultrapassado
pelo milho e trigo. Constitui um dos cereais basicos da dieta humana,
representando, aproximadamente, 20% da ingestdo de energia e 15% de
proteina. Dentre as varias formas de incrementar a producao vegetal, destaca-se
0 suprimento de fertilizantes, sendo o nitrogénio o elemento mais importante
para a obtencdo de alta produtividade, pois atua na sintese de proteinas e
enzimas que garantem a vida do vegetal. Fontes alternativas de suprimento de
nitrogénio as plantas, como a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), podem
complementar ou até substituir o uso do N nos processos agricolas. O objetivo
do presente trabalho foi isolar e inocular bactérias diazotrdficas eficientes quanto
a FBN, solubilizacdo de fosfato, capacidade de reducdo do acetileno e
capacidade de produgdo de compostos indolicos em arroz, cultivado em Vitoria
da Conquista e com potencial para utilizacdo na regido Sudoeste da Bahia.
Foram conduzidos 2 experimentos em casa de vegetacdo e um no laboratério de
Gramineas da Embrapa Agrobiologia. O primeiro experimento foi realizado afim
de isolar bactérias diazotréficas no solo cultivado, sendo utilizadas as cultivares
BRS Tropical e BRS MG Curinga, inoculagdo com a estirpe de bactéria
BR11417 (ZAE94 — Herbaspirillum seropedicae), auséncia de inoculagdo e
quatro dose de N (0, 20, 60 e 100 kg.ha™). As plantas controle foram levadas ao
laboratério para a realizacdo do isolamento das bactérias eficientes quanto a
FBN. O segundo experimento foi realizado com as trés melhores estirpes
isoladas do primeiro experimento, a estirpe BR11417, a auséncia de inoculacéo e
a interacdo com doses de N. Foram observados efeitos positivos quanto a
inoculacdo na producdo de gréos, cujos ganhos chegaram a 208,5%, dependendo
da estirpe e dose de N utilizada.

Palavras-chave: FBN; Herbaspirillum seropedicae; Producéo de Gré&os.

* Orientador: Joilson Silva Ferreira, D.Sc., UESB, e Co-orientador: Vera L(cia Divan
Baldani, D.Sc., Embrapa.



ABSTRACT

VIANA, T. O.Isolation and inoculation of diazotrophs in rice (Oryza sativa
L.) grown in Vitéria da Conquista — BA.Vitdria da Conquista-BA: UESB,
2012. 97 p. (Dissertacdo — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragio em
Fitotecnia)®

Rice is the third largest cereal crops of the world, only surpassed by corn and
wheat. Is one of the cereals of basic human diet, representing, approximately,
20% of energy intake and 15% protein. Among the various ways to enhance the
production plant, stands out the supply of fertilizers and nitrogen the most
important element for obtaining high productivity, because it acts in the
synthesis of proteins and enzymes that guarantee the life of the plant. Alternative
sources of supply of nitrogen to plants, such as the Nitrogen Biological Fixation
(NBF), can complement or even replace the use of N in agricultural processes.
The objective of this work was to isolate and inoculate diazotrophic bacteria
efficient in BNF, solubilization of phosphate, reduction capacity of the acetylene
and production capacity of compounds indolicos in cultivated rice in Vitoria da
Conquista, with potential for use in the southwestern region of Bahia. Were
conducted 2 experiments in the home of vegetation, and a laboratory. The first
experiment was conducted in order to isolate diazotrophic bacteria in cultivated
soil, the cultivars used were BRS Tropical and BRS MG Curinga, inoculation
with the strain of bacterium BR11417 (ZAE94 - Herbaspirillum seropedicae),
absence of inoculation and four dose of N (0, 20, 60 and 100 kg ha™). The
control plants were brought to the Laboratory of Gramineous of Embrapa
Agrobiology for the completion of the isolation of bacteria efficient on the NBF.
The second experiment was carried out with the best three strains isolated from
the first experiment, the strain BR11417, the absence of inoculation and the
interaction with doses of N. Were observed positive effects on the inoculation
and the production of grain, where the gains reached 208,5 %.

Keywords: BNF; Herbaspirillum seropedicae; Grain Production.

* Adviser: Joilson Silva Ferreira, D.Sc., UESB, and Coadvises: Vera Llcia Divan
Baldani, D.Sc., Embrapa.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) € uma planta da familia das Poaceas, terceira
maior cultura cerealifera do mundo, apenas ultrapassado pelo milho e trigo. Tem
em sua composicao teor de proteina variando de 15 a 20%, amido entre 75 a
80% e é rico em hidratos de carbono (STORCK, 2004).

O arroz constitui um dos cereais basicos da dieta humana,
representando, aproximadamente, 20% da ingestdo mundial de energia e 15% do
aporte de proteina (KENNEDY e BURLINGAME, 2003). Aproximadamente,
150 milhdes de hectares sdo utilizados para seu cultivo, e destes, 75% crescem
em condicdes de solos alagados (LIESACK e outros, 2000).

O Brasil se destaca como o maior produtor de fora do continente
Asiéatico. Segundo dados da CONAB (2012), o cultivo de arroz na safra 2011/12
é de 2.515,1 mil hectares, cuja produc¢do nacional ficou em torno de 11.267,7 mil
toneladas. O Rio Grande do Sul se destaca como 0 maior estado produtor,
responsavel por 63,9% da producdo nacional, com o predominio do sistema de
cultivo alagado. Segundo o IBGE (2012), no Estado da Bahia, a area plantada na
safra 2011/12 é em torno de 15 mil hectares, apresentando uma redugdo de
15,4% em relacdo a safra 2010/11.

A érea cultivada com arroz vem diminuindo constantemente, tanto no
Centro-Oeste quanto no Nordeste, onde o clima favorece a cultura do arroz de
terras altas. Os motivos sdo a concorréncia com a soja, milho e a restricdo a
abertura de novas areas de plantio, onde o arroz tem preferéncia no primeiro ano
de cultivo.

Dentre as vérias formas de incrementar a producéo vegetal, destaca-se 0
suprimento de fertilizantes, sendo o nitrogénio o elemento mais importante para
a obtencdo de alta produtividade, pois atua na sintese de proteinas e enzimas que
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garantem a vida do vegetal. Os processos que se constituem fontes capazes de
fornecer grandes quantidades de nitrogénio sdo a decomposicdo da matéria
organica do solo, a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados e a fixacdo bioldgica
de nitrogénio atmosférico (FBN) (CARVALHO, 2002).

Por se tratar de um elemento que se perde facilmente por lixiviacéo,
volatilizacdo e desnitrificacdo no sistema solo-planta (FAGERIA e BALIGAR,
2005), o uso irracional de fertilizantes nitrogenados onera os custos de produgéo
e pode causar efeitos negativos ao meio ambiente, como contaminacdo dos
cursos d’agua e aumento da concentracdo dos gases do feito estufa. Fontes
alternativas de suprimento de nitrogénio as plantas, como a Fixag&o Biologica de
Nitrogénio, podem complementar ou até substituir o uso de fertilizantes
nitrogenados nos processos agricolas.

A FBN é um dos mais importantes processos conhecidos na natureza,
sendo realizado apenas por organismos procariotos. Estes organismos, chamados
diazotroficos, sdo capazes de reduzir o N, atmosférico, tornando-o assimilavel
para as plantas (REIS e outros, 2006).

A interagdo de bactérias diazotroficas com as culturas tem sido
pesquisada em todo o mundo, devido ao potencial no aumento da produtividade
das culturas, o que pode possibilitar reducdo dos custos de producdo com a
diminuicdo do volume de adubos nitrogenados e, consequentemente, melhor
conservagdo dos recursos ambientais (KUSS, 2006).

A atuacdo das bactérias diazotroficas quanto a fixagdo biologica de
nitrogénio foi verificada inicialmente entre as plantas leguminosas, mas
inimeros experimentos tém demonstrado que plantas da familia Poaceas
apresentam potencial significativo, respondendo com aumento na producdo,
quando inoculadas com bactérias diazotréficas (BALDANI e outros,2002;
GUIMARAES e outros, 2003; CAMPOS e outros, 2003; GUIMARAES e
outros, 2010).

17



A orizicultura é altamente dependente de insumos, sendo que o
nitrogénio exerce influéncia no crescimento vegetativo, promove a expansao
foliar, o acumulo de matéria seca, 0 aumento do numero de perfilhos e do
namero de espiguetas férteis, o que reflete de forma positiva no aumento da
producdo de grdos (WADA e outros,1986; AKITA, 1989; FAGERIA e outros,
2006).

A Bahia apresenta regides com boas condigdes edafocliméticas para a
producdo de grdos. A regido Oeste é a maior produtora de grdos do estado e
responsavel por 90% da producéo total de arroz (MENDONCA, 2006). Porém, o
cultivo de arroz de terras altas na regido vem diminuindo a cada safra.

O arroz era preferido em abertura de novas areas para a soja, mas
atualmente existem cultivares de soja que se adaptam bem as terras novas. Dessa
forma, ela € preterida ao arroz, por apresentar maior rentabilidade. Da mesma
forma, o arroz vem perdendo espaco para o algoddo nos cultivos rotacionados
com pastagens (EMBRAPA, 2007).

A inoculacdo com bactérias diazotroficas fixadoras de N é uma
alternativa viavel para o produtor, com aumentos significativos na producéo de
gréos e reducdo no uso de adubos nitrogenados, com diminuicdo dos custos.

O isolamento de bactérias diazotroficas nativas da Bahia e sua
inoculacdo em plantas de arroz pode apresentar maiores efeitos quanto a FBN,
do que bactérias oriundas de outras regides do Brasil, j& que estas podem
apresentar maior adaptabilidade as condicGes das regides produtoras do Estado.

Os objetivos deste trabalho foram: - lIsolar e inocular bactérias
diazotroficas eficientes quanto & FBN, solubilizacdo de fosfato, capacidade de
reducdo do acetileno, capacidade de producdo de compostos indolicos em arroz
(Oryza sativa 1.) cultivado em Vitoria da Conquista, e com potencial para
utilizacdo na regido Sudoeste da Bahia; - Quantificar a contribuicdo da
inoculagdo das bactérias diazotroficas isoladas para a cultura de arroz nas
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variaveis: altura de plantas, nimero de perfilhos, acimulo de massa fresca e seca

e producdo de gréos, na variedade de arroz BRS Tropical.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Orizicultura

O arroz (Oryza sativa L.) cultivado é uma cultura anual,
monocotiledénea, pertencente a familia das Poaceas. E cultivado desde as
latitudes 53° Norte ao 40° Sul (LU e CHANG, 1980), suportando imensa
diversidade ambiental. O seu ciclo de cultivo situa-se na faixa de 110 a 150 dias,
podendo variar de acordo com a variedade e com o ambiente (MOREIRA e
KLUNGE, 1999).

O arroz € considerado o produto de maior importancia econémica em
muitos paises em desenvolvimento, tanto do ponto de vista social quanto
econdmico, constituindo-se alimento bésico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas, principalmente para populacdo de baixa renda (KENNDY e
BURLIGAME, 2003). Estes autores ressaltam que o arroz contribui com
aproximadamente 20% e 15% do consumo mundial de energia e de proteina,
respectivamente. Cultivado e consumido em todos os continentes (FAGERIA e
outros, 1997), o arroz é considerado um dos alimentos com melhor balango
nutricional, que se adapta as diferentes condigdes de solo e clima, sendo a
espécie de maior potencial para o controle da fome no mundo (AZAMBUJA e
outros, 2004).

A China é o maior produtor mundial de arroz, representando cerca de
30,3% da producdo mundial, seguido da india, com 20,7%, e Indonésia, com
8,6% (USDA, 2012). O Brasil se destaca como o maior produtor de fora do
continente Asiatico. Segundo dados da CONAB (2012), o cultivo com arroz na
safra 2011/12 foi de 2.453,4 mil hectares, 13% menor que a area da safra
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anterior. A produgdo nacional de arroz ficou em 11.559,2 mil toneladas,
considerando uma produtividade média nacional de 4,7 Mg.ha™, redugio 15,1%
e 2,4% em comparacdo com safra 2010/2011, respectivamente.

A queda na producdo é decorrente da reducdo significativa de area
plantada em relacdo ao ano passado, verificada em praticamente todos os
estados. As regides Norte e Nordeste apresentaram reducdo na area plantada em
cerca de 13% e 10,1%, respectivamente. O quadro ndo foi pior em razdo da
produtividade ter se mantido estavel, em especial, na regido Sul, onde se
concentrou 51,2% da &rea cultivada, que contribuiu com 78,6% da producédo
nacional (IBGE, 2012).

Nas regides Centro-Oeste e Sudeste, onde predomina o arroz de terras
altas ou de sequeiro, também ocorreu expressiva reducdo de area, porém, com
niveis de produtividades dentro de um quadro de normalidade, devido as boas
condi¢des climaticas e a qualidade do plantio. Registrou-se aumentos de 2,2 e
10,3%, respectivamente, em relagdo a safra passada, amenizando a queda na
producdo total nessas duas regifes, quando comparada com o ano anterior
(BRASIL, 2012).

O Brasil é o pais que apresenta a maior area cultivada com arroz de
terras altas. O seu cultivo ja foi superior ao irrigado em termos de area plantada.
Atualmente, equivale ao irrigado e vem diminuindo safra a safra a area de
cultivo. Ainda se verifica queda da producdo, uma vez que o arroz irrigado vem
num constante crescimento de produtividade, com langamento de novas
variedades altamente produtivas e a disseminac¢do do cultivo dos hibridos que
alcancam altas produtividades (BRASIL, 2012).

A maior area de cultivo com arroz de terra alta esta concentrada no
bioma Cerrado, onde se difundiu como cultura pioneira e ocupacdo de fronteira
agricola. No cerrado, aproximadamente a metade do arroz de terras altas é
produzido em &rea nova, na qual se procede a derrubada de vegetacdo e, outra
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metade se constitui de arroz cultivado em rotacdo com soja ou pastagem. O
cultivo do arroz de terras altas, ap6s derrubada de vegetacdo nativa, tende a
desaparecer, em razdo dos altos impactos ambientais, como a mudanca
climéatica, a severa perda de biodiversidade e o alto custo financeiro para
conversao de sistemas naturais (EMBRAPA, 2007).

Nesta regido, o arroz, muitas vezes, é cultivado em solos acidos, pobres
em nutrientes, com baixa capacidade de retencdo de agua e em regides onde
existe irregularidade na distribuicdo das precipitagdes pluviais (CRUSCIOL e
outros, 2006). Tal sistema caracterizou-se por apresentar um baixo custo de
producdo, com baixo uso de técnicas e praticas recomendadas para a cultura,
acarretando em baixa produtividade (DIAS e outros, 2010).

A orizicultura na Regido Nordeste é caracterizada por ser uma cultura
subsidiaria e utilizada basicamente para o autoconsumo. Sua producao
representou apenas 6,5% da safra nacional e sua produtividade de apenas 1,2
Mg/ha na safra 2011/2012 (FREITAS, 2010).

O Maranhéo é o maior estado produtor dentro da Regido Nordeste, com
441 mil hectares plantados e producdo de 474,1 mil toneladas na safra
2011/2012, seguido do Piaui, com 117 mil hectares plantados e producdo de
136,2 mil toneladas, e do Ceara, com 24,5 mil hectares plantados e producdo de
47,5 mil hectares. A Bahia é o quarto maior estado nordestino em area plantada,
com 13,8 mil hectares e a quinta maior producdo, com 23,2 mil toneladas de
grdos. O estado de Sergipe € quem apresentou a quarta maior produgdo, com
42,6 mil toneladas, numa éarea correspondente a quase a metade da &rea plantada
pelo estado baiano (CONAB, 2012).

Nos Gltimos anos, o cultivo de arroz na Bahia também vem sofrendo
acentuada queda em area plantada. Em 1996, a &rea plantada correspondia a 50,3
mil hectares; em 2006, a rea plantada foi de 14,9 mil hectares; e em 2012, uma
area de 13,8 mil hectares, havendo reducdo de quase 73%, 0 que pode ser
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explicado pela migragéo de cultura do arroz para outras culturas, principalmente
a soja, ocorrida na Regido Oeste, a maior produtora de grdos do Estado
(FREITAS, 2010; BRASIL, 2012).

2.2 Nitrogénio

O nitrogénio é o nutriente mais exigido pelas culturas e, frequentemente,
€ 0 gue mais limita a produtividade de grdos (RAIJ, 1991; COSER e outros,
2007). E constituinte obrigatorio de aminoécidos, proteinas e &cidos nucleicos,
participando direta e indiretamente de diversos processos bioguimicos das
plantas (FAGERIA e outros, 2003).

E o elemento mais abundante na atmosfera, correspondendo a,
aproximadamente,78% da fracdo gasosa do ar na forma de N,, um gas inerte,
que ndo reage quimicamente nas condi¢cdes naturais. Este elemento ndo esta
prontamente disponivel para as plantas, ja que a forma de absorcao no solo se da
através do fon nitrato (NO3) e amonio (NH,") (FERNANDES e SOUZA, 2006),
que se encontram em menor concentragdo no solo, entre 1 e 5%, sendo que parte
do N no solo se encontra na forma orgéanica (FAGERIA e STONE, 2003).

De todo o nitrogénio sintético utilizado para a producdo das culturas,
apenas 50% do nitrogénio aplicado é absorvido pelas plantas, o restante é
perdido no sistema solo-planta, elevando os custos de produgdo, causando
efeitos negativos ao meio ambiente, como acidificacdo de solos cultivaveis,
contaminacdo das &guas superficiais e do lencol freético, devido & mobilidade no
solo, através do fluxo de massa e perdas por volatilizacdo, desnitrificacdo e
lixiviacdo (FREY e SCHUEPP, 1992; FAGERIA e BALIGAR, 2005; VIDEIRA,
2008).

Como a maioria das culturas, a planta de arroz é bastante exigente em
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nutrientes, dos quais o nitrogénio € o segundo nutriente mais exigido pela
cultura do arroz e o mais exportado como produto colhido (FORNASIERI
FILHO E FORNASIERI, 2006).

A utilizacdo de doses e épocas de aplicacdo e o parcelamento do
nitrogénio sao realizadosde acordo com a necessidade da planta de arroz, com a
produtividade esperada e com o histérico da drea (HERNANDES e outros,
2010).

As aplicacbes de nitrogénio exercem influéncia no crescimento
vegetativo, promove a expansdo foliar, acimulo de matéria seca, aumento do
namero de perfilhos e do nimero de espiguetas férteis, o que reflete de forma
positiva no aumento da producdo de grdos (WADA e outros, 1986; AKITA,
1989; FAGERIA e outros, 2006). Altas doses de nitrogénio aplicado induzem a
formacdo de grande ndmero de perfilhos e folhas novas, provocando
sombreamento, acamamento e criando condicOes favoraveis a ocorréncia de
doengas, refletindo de forma negativa na producdo de grdos (MALAVOLTA e
FORNASIERI FILHO, 1983; BARBOSA FILHO, 1987; BARBOSA FILHO,
1989).

A planta apresenta maior eficiéncia na absor¢do do nitrogénio para a
producdo de grdos na fase reprodutiva, na qual o sistema radicular se encontra
mais desenvolvido e com maior potencial de absorcdo de nutrientes
(SCIVITTARO e MACHADO, 2004). Segundo Crusciol e outros (2007), cerca
de 50% do nitrogénio absorvido pela cultura do arroz é exportado na forma de
gréos.

A maior produtividade do arroz estd em plantios nos solos de varzeas,
que sdo acidos e, ap6s dois ou trés cultivos, tém significativa diminuicdo na
fertilidade (VAHL, 1999). Em condigdes de alagamento, o0 N é um dos
elementos mais influenciados pelas condigfes de anaerobiose. Esse nutriente
pode sofrer vérias transformag@es, sendo que algumas delas possibilitam perdas,
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principalmente pelo processo de desnitrificagdo. Nesses solos e nessas
condigdes, a absor¢do do nitrogénio pela cultura do arroz situa-se em torno de
40% (FAGERIA e BALIGAR, 2001).

Fageria e outros (2007) citam que o uso racional da adubacédo
nitrogenada é fundamental para aumentar a eficiéncia da absor¢do do N,
aumentar a produtividade das culturas, diminuir o custo de producdo e 0s riscos
de poluicdo ambiental. A adequagdo da dose aplicada e época apropriada pode
aumentar a eficiéncia de recuperagdo de nitrogénio, garantindo aumentos na
produtividade tanto do arroz alagado guanto do arroz de terras altas, onde a dose
propicia a obtengdo de produtividade méxima econémica e a época correta
aumenta sua eficiéncia de utilizacao.

Como citado anteriormente, o cultivo de arroz de terras altas no Brasil
esta, em sua maioria, situado na regido do cerrado, onde tem o predominio de
solos pobres em nutrientes e com a ocorréncia de periodos de estiagem. A maior
regido produtora de grdos na Bahia € a Regido Oeste, que esta estd inserida
dentro do bioma cerrado.

O cultivo de arroz em areas de Cerrado tem, basicamente, como
finalidade, formar pastagens ou adequar a area para o cultivo posterior da soja,
feijdo, milho, entre outras. Por esse motivo, o agricultor esta habituado a usar
quantidades insuficientes de insumos, apenas o indispensavel para aumentar a
fertilidade dos solos e a produtividade das culturas (EMBRAPA, 2007).

2.3 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) € a reducdo do N, (gés inerte) a
NH;", tornando o nitrogénio disponivel para as plantas. E um processo mediado
por uma pequena parcela de procariotos, conhecidos como fixadores de N,
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(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; REIS e TEIXEIRA, 2005).

Os organismos fixadores de N, promovem a reducdo do nitrogénio
atmosférico (N,) a aménia (NHs"), através da quebra da ligacéo tripla do N pela
enzima nitrogenase, com alto consumo de energia na forma de ATP, podendo
ocorrer a temperatura ambiente e pressdo adequada (REIS e TEIXEIRA, 2005;
REIS e outros, 2006; BERGAMASCHI, 2006). Esse processo disponibiliza
nitrogénio na forma assimilavel as plantas, como uma alternativa de se obter este
elemento, quando 0 mesmo encontra-se escasso no solo.

O N, atmosférico pode ser fixado naturalmente, mediante descargas
elétricas na atmosfera, e de forma artificial, através de processos industriais
utilizados para a produgdo de fertilizantes. Porém, a FBN contribui com,
aproximadamente, 175 milhdes de toneladas, representando cerca de 65% do N
fixado na Terra, 0 que o faz ser considerado o segundo processo biolégico mais
importante do planeta, perdendo apenas para a fotossintese (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

A FBN ¢ responsavel pela incorporagdo do N atmosférico em sistemas
naturais e agricolas (SANTOS e outros, 2008), talvez sendo o processo
microbiano relacionado a agricultura mais bem estudado e explorado
tecnologicamente. E um processo indispensavel ao planeta e o mais importante
conhecido na natureza, sendo estimada a extin¢do da vida em algumas décadas,
caso fosse interrompido (FRANCO e BALIEIRO, 1999).

A FBN é mais conhecida em plantas da familia Leguminosae, as quais
realizam uma simbiose mutualistica com determinadas bactérias, cujo maior
sucesso esta na cultura da soja, sendo o Brasil referéncia no cultivo desta
leguminosa. As pesquisas envolvendo a associacdo de bactérias diazotroficas e
plantas da familia das Poaceas foram impulsionadas na década de 50 com a
colaboragdo de pesquisadores brasileiros (DOBEREINER e ALVAHYDO,
1959).
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As plantas leguminosas apresentam 0s maiores ganhos de nitrogénio via
FBN. Estas possuem estruturas hipertréficas nas raizes chamadas de nodulos.
Nos nddulos ocorre a simbiose com as rizobactérias, na qual se observa uma
maior eficiéncia no processo de fixacdo do N (SPRENT e SPRENT, 1990).

Dentre as leguminosas produtoras de grdos de importancia econdmica, é
na cultura da soja que os ganhos de nitrogénio, através da FBN, tém sido mais
expressivos. E por meio da FBN e da adubagio nitrogenada que a soja recebe
suprimentos de nitrogénio em quase todo o seu ciclo de vida (HUNGRIA e
outros, 2001). Segundo Mariangela Hungria (2012, comunicacdo pessoal), no
Brasil, a economia gerada com fertilizantes nitrogenados estd em torno de US$ 7
bilhGes de dolares por ano.

Em gramineas, a FBN é um processo realizado exclusivamente por
organismos procariotos (algumas espécies de bactérias, cianobactérias e
actinomicetos do género Frankia), conhecidos como diazatréficos, os quais
apresentam grande diversidade morfoldgica, fisiol6gica, bioquimica, genética e
filogenética (SIQUEIRA & FRANCO, 1988; SPRENT e SPRENT, 1990;
MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Como beneficio da FBN estd a incorporagdo do N atmosférico, o que
diminui o uso de fertilizante nitrogenado, evitando ou reduzindo a contaminagéo
do meio ambiente pela lixiviagdo do nitrato e otimizando os custos de producao.

O uso das bactérias diazotroficas por meio da inoculagdo representa um
grande potencial para a reducdo da dependéncia de fertilizantes nitrogenados
sintéticos. O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a preocupagdo cada
vez maior, no exterior e no Brasil, com os possiveis efeitos negativos do uso
indiscriminado do nitrogénio ao meio ambiente, sdo fatores que devem ser
levados em consideracdo para o incentivo ao estudo do processo natural de FBN
(CANTARELLA e DUARTE, 2004; CONCEICAO e outros, 2009). Assim,
todas as possibilidades de incremento da FBN na agricultura devem ser
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exploradas, ndo somente como fonte alternativa econémica, mas também como
uma forma ecoldgica (CANUTO, 2003).

2.4 Fixacdo biologica de nitrogénio em gramineas

A FBN em gramineas ficou conhecida pelo isolamento da bactéria
Beijerinckia fluminensis da rizosfera de cana-de-agUcar por Ddbereiner e Rushel
(1958). O interesse maior dos pesquisadores pela FBN em gramineas se deu
somente apds a descoberta de bactérias fixadoras do género Azospirillum
(DOBEREINER e DAY, 1975).

Os estudos envolvendo a associagdo de bactérias diazotroficas com as
gramineas se intensificaram a partir da década de 70, época que coincidiu com a
crise do petroleo, despertando o interesse por formas alternativas ao uso de
fertilizantes nitrogenados na agricultura (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Gramineas de interesse econdmico fazem associagdes com bactérias
diazotréficas (BALDANI e outros, 1997; BODDEY e outros, 2003; BRASIL,
2005; MEHNAZ e outros 2007). Esta associa¢ao ocorre sem a formacao de uma
estrutura especializada para a fixacdo do nitrogénio, como os nédulos em plantas
leguminosas, e as bactérias podem penetrar ou ndo no tecido da planta, através
de ferimentos na epiderme, pontos de emisséo de raizes secundarias e estdmatos,
sendo distribuida para o restante da planta através dos vasos condutores (REIS e
outros, 2006). Os produtos da fotossintese sdo liberados pela planta e absorvidos
pelas bactérias, as quais podem estar na rizosfera ou no interior da planta. As
bactérias fixam o nitrogénio e transferem o NH;"para a planta.

No processo da FBN em gramineas, a transferéncia do N fixado para a
planta ocorre lentamente e apenas uma pequena parte torna-se disponivel para o
vegetal (VAN DOMMELEN e outros, 1998), porém, este processo é demorado e
pouco eficiente, quando comparado a fixacdo de N por microrganismos
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simbidticos em leguminosas (MYLONA e outros, 1995).

2.5 Fixacao biologica de nitrogénio em arroz e sua resposta a incoculacéo

com bactérias diazotroficas

A maioria das espécies de bactérias diazotroficas descobertas foi isolada
em regides tropicais, principalmente, no Brasil. A Embrapa Agrobiologia é
referéncia mundial nas pesquisas envolvendo a FBN e as gramineas.
Experimentos de inoculagdo de bactérias diazotroficas em plantas de arroz vém
mostrando efeitos benéficos, porém, a inconsisténcia dos resultados vem
limitando o uso destas bactérias em escala comercial.

Bactérias de diversos géneros tém sido isoladas de plantas de arroz,
principalmente, aquelas pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e
Burkholderia (BALDANI e DOBEREINER, 1980; BALDANI e outros, 1986,
2000; ENGELHARD e outros, 2000). Segundo James (2002), dentre o0s
diazotréficos endofiticos, um dos mais promissores em termos de FBN em
plantas de arroz é H. seropedicae.

Embora estes sejam colonizadores mais frequentes e mais estudados,
outros menos comuns, também foram encontrados em plantas de arroz, tais
como Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Bradyrhizobium, Alcaligens,
Paenibacillus azotofixans, Acetobacter, Ideonella, Klebsiella, Sphingomonas
azotifigens, Pleomorphomonas oryzae, Azorhizobium caulinodans, Azospira
oryzae, Phytobacter diazotrophicus, dentre outras (LADHA e outros, 1983;
BALDANI e DOBEREINER, 1980; MALIK e outros, 1981; FUJIE e outros,
1987; TOU E ZHOU,1989; ROSADO e outros, 1998; REINHOLD-HUREK e
HUREK, 2000; ENGELHARD e outros, 2000; KIRCHHOF e outros, 2001;
XIE e YAKOTA, 2006; 2005a,b;ZHANG e outros, 2007).
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Sd0 inumeros os efeitos positivos da inoculacdo de bactérias
diazotroficas em plantas de arroz. Pereira e Baldani (1995), avaliando a
inoculacdo com H. seropedicae, encontrou aumento no rendimento dos gréos
equivalente & aplicacdo de 40 kg.ha'de N. Enquanto Malik e outros (2002),
avaliando Azospirillum sp., observaram que a inoculacdo contribuiu com 30% do
N total nas plantas.

Em experimentos realizados por Baldani e outros (2000), em condicdes
de casa de vegetacdo, demosntraram que as estirpes M130 (Burkholderiasp.),
ZAE94 (H. seropedicae) e M209 (Burkholderiasp.) contribuiram com 20, 17 e
11%, respectivamente, do nitrogénio acumulado na massa seca das plantas de
arroz.

Guimardes e outros (2003) observaram que a inocula¢do com as estirpes
de H. seropedicaee Burkholderia brasilensis na cultivar de arroz Guarani
contribuiu para o aumento de massa seca, conteudo de nitrogénio e producéo de
grdos nos experimentos conduzidos em vasos, sob condi¢cGes de casa de
vegetacdo. Em condicGes de campo, 0s autores observaram gque 0s aumentos na
producdo de grdos chegaram a 50%. Em 2007, Sabino, utilizando as mesmas
estirpes, ndo observou influéncia da inoculagdo na produgdo de grdos, no
entanto, o teor de nitrogénio nos grdos aumentou significativamente nos
tratamentos inoculados.

Ferreira e outros (2010), avaliando inoculantes a base de turfa contendo
bactérias diazotrdficas, verificaram que a inoculagdo com a ZAE 94 aumentou
em 13% a producdo de gréos na variedade 1AC4440.

A disponibilidade de nitrogénio no solo para a planta é outro fator que
influencia a FBN. Diversos autores tém demonstrado que a aplicagdo de uma
dose de N subdtima para a maxima producdo tem proporcionado 0s maiores
ganhos em termos de FBN em plantas de arroz (SABINO, 2003; GUIMARAES,
2006).
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Guimarées (2006) observou que a cultivar IR42 obteve um aumento de
48% na producdo de grédos, quando foi inoculada com bactérias diazotroficas e

recebeu uma adubacéo de 50 kg.hade nitrogénio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento de Inoculagdo de Bactérias Diazotréficas em Vitdria da

Conquista, regido Sudoeste da Bahia

3.1.1 Descricdo do experimento

Foi conduzido um experimento em casa de vegetagdo na Area
Experimental do Campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), em Vitoria da Conquista, localizada no Sudoeste do Estado, a 14°51"'
latitude Sul, 40°50' longitude oeste, a 928 metros de altitude.

De acordo com Képpen (OMETTO, 1981), o clima do municipio foi
classificado como tropical de altitude (Cwb), com médias de temperatura
maxima e minima de, respectivamente, 25,3 e 16,1°C e precipitacdo média anual
de 733,9 mm, concentrada no periodo de novembro a marco.

Foram utilizados os primeiros 20 cm do horizonte A de um Latossolo
Amarelo Alico A Moderado, relevo plano, com textura média, oriundo do
Campo Experimental da UESB, com as seguintes caracteristicas quimicas: pH
em H,O de 5,4; teores de Al, Ca e Mg de 0,2; 1,7 e 0,5 cmol..dm™ e, teores de P
e K de1le 15,6 mg.dm?.

Os vasos utilizados tinham capacidade para 9 kg. A correcdo da
fertilidade do solo foi realizada segundo recomendacdes para 0 uso de corretivos
e fertilizantes em Minas Gerais (RIBEIRO e outros, 1999) para o arroz de terras
altas, superior a recomendacgdo da corre¢do da fertilidade do solo, segundo o

Manual de Adubacéo e Calagem para o Estado da Bahia.
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3.1.2 Material Genético

Foram utilizadas as variedades de arroz BRS Tropical e BRS MG
Curinga. As sementes foram cedidas pela Embrapa Arroz e Feijao.

A variedade BRS Tropical € recomendada para as varzeas da regido
tropical, adaptada a regido Nordeste e aos Estados do Goias, Tocantins, Mato
Grosso do Sul, Par4, Roraima e Rio de Janeiro. Apresenta boa resisténcia as
doencas, produtividade média em torno de 6,0 Mg.ha, boa qualidade de gréo,
ndo sendo dificil sua aceitagdo no mercado produtor. Tem ciclo médio de 140
dias, altura média de 110 cm e boa qualidade dos grdos (CUTRIM e outros,
2008)

A variedade BRS MG Curinga é recomendada para plantio em sistema
de terras altas e varzea Umida ou drenada de Minas Gerais, e também para 0s
Estados de Goiads, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Piaui,
Maranhdo, Rondonia, Pard e Amazonas. Possui arquitetura com folhas eretas,
semelhante a de arroz irrigado por submersdo, tem boa resisténcia a seca,
apresenta resisténcia ao acamamento e resisténcia moderada a brusone de
panicula e moderada susceptibilidade a mancha parda, mancha de grdos e
escaldadura. Possui producdo média de 4,4 Mg.ha™, apresenta porte baixo e
ciclo de cultivo de 115 dias (SOARES e outros, 2005).

3.1.3 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, tendo-se
tratamentos dispostos num esquema fatorial 4 x 2, no qual o primeiro fator
constituiu as doses de nitrogénio aplicadas na forma de uréia (0, 20, 60 e 100kg
de N.ha™) e o segundo fator foi a presenca ou auséncia de inoculante. Foram
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realizados 8 tratamentos com 6 repeticOes para cada gendtipo de arroz utilizado,
totalizando 96 parcelas (vasos) e com 4 plantas por vaso.

A semeadura foi realizada no dia 19/05/2011 e a inoculacéo foi feita no
dia da semeadura com o inoculante proveniente da Embrapa Agrobiologia,
contendo a estirpe de Herbaspirillum seropedicae ZAE 94 (depositada na
colecdo de culturas de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia com o
codigo BR 11417). As sementes foram envoltas na turfa e secas a sombra, até a
hora do plantio. Foram utilizadas 10g de turfa por kg de semente. A emergéncia
das plantulas aconteceu 10 dias apds o plantio.

As adubagGes nitrogenadas foram feitas de forma parcelada, 1/2 no
plantio, 1/4 no 10° dias ap6s a emergénica, exceto para o tratamento 2 (20 kg.ha’
'de N), o qual recebeu a outra metade nesta ocasido, e a Gltima parcela 30 dias
ap6s a emergéncia das plantulas, para as doses 60 e 100 kg.ha™de N.

A avaliagdo foi realizada durante o periodo vegetativo da cultura, aos 60
dias apés a emergéncia, determinando-se a altura de plantas, o nimero de
perfilhos e o acimulo de massa fresca e seca de plantas. As testemunhas
absolutas das duas variedades foram coletadas e levadas a Embrapa

Agrobiologia, para a realizacdo do isolamento das bactérias diazotroficas.

3.1.4 Analise Estatistica

Por se tratar de cultivares com habitos distintos, foram realizadas
comparag0es independentes para cada cultivar, quanto a inoculagdo e dose de N.
Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES,
1983), quanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de
variancia (teste de Cockran e Bartlet). A separacdo das médias foi feita
utilizando o teste estatistico LSD a 5% de probabilidade, além do uso da analise
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de regressdo para descrever a resposta das plantas aos diferentes niveis de
adubacéo. Para realizagdo do teste estatistico, foi utilizado o programa Sisvar 5.0
(FERREIRA, 2003).

3.2 Experimento de Isolamento das Bactérias Diazotréficas

O isolamento das bactérias diazotroficas foi realizado no laboratério de
gramineas da Embrapa Agrobiologia, centro de exceléncia e referéncia mundial
em Fixag&o Biologica de Nitrogénio em gramineas.

Para a realizacdo do isolamento, foi coletada a testemunha absoluta de
cada genotipo de arroz utilizado, sendo separada em parte aérea e raizes. As
amostras foram desinfestadas superficialmente em agua corrente e, em seguida,
em agua destilada, eliminando-se qualquer residuo de solo. Triturou-se 10g de
cada amostra em liquidificador com 90 mL de solucdo salina e seguiu-se
diluicdes seriadas de 10 a 10, transferindo sucessivamente 1 mL da suspens&o
de cada diluicdo para tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina. De cada
uma das diluicdes, aliquotas de 100uL foram inoculadas em triplicata em frascos
de vidro de 15 mL, contendo 5 mL dos meios de cultura semiespecificos livres
de nitrogénio, NFB para Azospirillum spp., JNFb para Herbaspirillum spp., IMV
para Burkholderia spp. e LGI para Azospirillum amazonense.

Os frascos foram incubados a 30°C, por 7 dias, sendo considerados
positivos para contagem aqueles que apresentaram pelicula aerotaxica tipica,
préxima da superficie do meio. A contagem da populagdo de bactérias
diazotroficas foi realizada pela técnica do Ndmero Mais Provavel (NMP),
utilizando a tabela de Mc Crady para as 3 repeticbes, por diluicdo
(DOBEREINER e outros, 1995).
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A partir dos frascos que apresentaram pelicula caracteristica em cada um
dos meios utilizados, foram retiradas amostras com o auxilio de uma alca de
platina para um novo meio semisolido e semiespecifico, até o crescimento de
uma nova pelicula. Este processo foi repetido, até que apenas as bactérias de
interesse crescessem nos meios. Em seguida, as peliculas foram transferidas para
placas de Petri contendo meios sélidos batata.

As placas foram incubadas a 30°C por 5 dias e as coldnias, com as
caracteristicas das espécies de interesse, foram selecionadas e novamente
repicadas para os meios semisélidose semiespecificos. Apds o crescimento das
peliculas, elas foram transferidas novamente para placas de Petri, contendo meio
solido batata, e incubadas a 30°C por 5 dias. Ap6s o periodo de incubagéo, as
colbnias foram tranferidas para um novo meio semisolido e semiespecifico e
incubadas até a formacao de nova pelicula.

As peliculas foram retiradas e transferidas para placas de Petri contendo
meios sélidos semiespecifcos, incubados, e foram observadas colénias com
mesmas caracteristicas de forma e coloracdo. Neste momento, as bactérias ja se
encontravam puras, prontas para serem avaliadas quanto ao potencial de fixacdo
bioldgica de nitrogénio, realizada através da atividade de reducéo de acetileno,
quanto a produgdo do horménio auxina e quanto a capacidade de solubilizacdo
de fosfato inorgéanico.

A morfologia das colénias foi observada por meio do crescimento dos
isolados em meios solidos, semiespecificos (NFB, JINFB e JMV) e em meio rico
(batata), onde se observou as caracteristicas morfoldgicas das coldnias, como
forma, bordas, coloracéo e textura (DOBEREINER e outros, 1995).
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3.2.1 Atividade de reducdo de acetileno

A atividade da nitrogenase dos isolados foi avaliada pela técnica de
reducdo de acetileno (ARA), descrita por Boddey e outros (1990). As bactérias
foram crescidas em frascos com capacidade de 15 mL contendo 5 mL de meio
semisélido semiespecifico sem indicador de pH. Estes frascos foram incubados a
30°C por 48 horas. Apds a formacédo da pelicula, os frascos foram fechados com
rolhas de borracha perfuravel do tipo subseal esterilizadas, e, com uma seringa,
foi retirado 1mL de ar de cada frasco e injetado 1mL de acetileno. Os frascos
foram incubados a 30°C por uma hora e, posteriormente, 0,5 mL da fase gasosa
foram introduzidas no cromatografo de gas com ionizagdo de chama, Perkin
Elmer, modelo F11, para determinar a concentracdo de etileno na amostra.

Apos a determinagdo da ARA, os frascos foram homogeneizados em um
agitador de mesa, até a completa homogeneizacdo da pelicula e no meio de
cultura. Em seguida, seguiu-se para o congelador, para, posteriormente, realizar

a determinacéo do teor de proteina.

3.2.2 Capacidade de produgdo do hormonio Auxina

A capacidade de produgdo do horménio auxina foi analisada pelo
método de microplaca, descrito por Sarwar & Kremer (1995). Foi usado 1l de
cultura bacteriana, cultivada, previamente, por 24 horas em meio DYGS e
inoculada em 20 ml de meio DYGS suplementado com L — triptofano, na
concentragio final de 200 pg.ml™ por tubo de ensaio. Os tubos foram
acondicionados no escuro, sob agitacdo de 150 RPM, a temperatura constante de
30°C. Aliguotas de 1 ml foram retiradas, apds 42 horas de cultivo, e
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos.
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Em microplacas do tipo U de 96 pogos, uma aliquota de 150 pl do
sobrenadante foi misturado a 100 pl do reagente de Salkowski (1 ml de 0,5 M
FeCl; em 49 ml de &cido perclorico 35 %), previamente preparado. As amostras
permaneceram no escuro por 30 minutos, sob temperatura ambiente, e a leitura
de absorbéncia foi feita em um leitor de microplaca (Labsystem iems reader MF,
Labsystem) em um comprimento de onda de 540 nm. A quantificacdo de
compostos indololicos foi avaliada utilizando a curva de calibragdo preparada
com diluigdes seriadas de padrdes de AIA (10-80 pg ml™).

Para padronizacdo das amostras, os resultados foram expressos na
unidade pg ml™ de AIA por unidade de proteina. Todas as amostras de AIA
foram analisadas em triplicata nas placas em U de 96 pocos, e o resultado foi

decorrente de uma média das 3 leituras.

3.2.3 Quantificacdo de Proteina total

Para a determinacdo da proteina total, os frascos foram descongelados e
homogeneizados novamente, em placas de Elisa em U, sendo utilizada uma
aliquota de 20ul da amostra, 30ul de agua destilada estéril e S0ul de NaOH 1M,
para lisar as células. Em seguida, aqueceu-se por 5 minutos a 100°C. A essa
solucéo, adicionou-se 900ul do reagente de Bradford e as placas foram agitadas
no vortex e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacéo, foi feita a leitura de absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro
(BRADFOR e outros, 1976). A concentracdo de proteina foi determinada usando
a curva padrdo obtida pelos valores de absorbancia das quantidades conhecidas
de BSA (soro-albumina bovina), nas seguintes concentragdes: 0, 2, 4, 8, 12, 16 e
25 pug. ml™. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e o resultado foi
decorrente de uma média das 3 leituras.
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3.2.4 Solubilizacéo de Fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico foi testada em meio
de cultura NBRIP s6lido (National Botanical Institute's Phosphate — Nautiyal e
outros, 1999). As bactérias foram previamente cultivadas em meio DYGS
liquido, por 24 horas, sob temperatura de 30°C e sem a presenca de luz. Em
seguida, usando-se 0 método drop plate, uma aliquota de 20ul foi inoculada na
placa de Petri contendo o meio NBRIP solidificado. Foram estabelecidas 3
aliquotas por placa e 3 repeticdes. O didmetro do halo de solubiliza¢do foi

determinado apds 8 e 15 dias de incubagéo a 30°C.

3.2.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983)
quanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia
(teste de Cockran e Bartlet). A separacdo das médias foi feita utilizando o teste
estatistico Scott Knott a 5% de probabilidade. Para realizacdo do teste
estatistico, foi utilizado o programa Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2003).

3.3 Experimento de avaliacdo da eficiéncia dos isolados quanto as FBN

sobre as caracteristicas agronémicas

Este segundo experimento foi conduzido conforme o item 3.1.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, tratamentos
dispostos hum esquema fatorial 4x5, onde o primeiro fator constituiu nas doses
aplicadas (0, 20, 60 e 100 kg de N.ha™) e o segundo fator foi a inoculagio com
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estirpe de Herbaspirillum seropedicae ZAE 94 (depositada na colecdo de
culturas de bactérias diazotroficas da Embrapa Agrobiologia com o codigo
BR11417), as trés melhores estirpes isoladas do primeiro experimento, que
apresentaram maior eficiéncia na producdo de auxina e na reducdo de acetileno
para cada meio de cultivo, e a auséncia de inoculagdo. A adubacédo nitrogenada
na forma de ureia foi feita parceladamente, metade no plantio e a outra metada
aos 60 dias ap6s a emergéncia das plantas. Foram realizados 20 tratamentos com
4 repetigdes para o cultivar BRS Tropical. O experimento foi conduzido em
vasos contendo 9 kg de solo, totalizando 80 vasos conduzidos com 4 plantas em

cada.

3.3.1 Preparo do inoculante

As melhores estirpes de cada meio semiespecifico foram selecionadas
para o preparo do inoculante e, posteriormente, realizada a inoculacdo na
variedade BRS Tropical. As estirpes foram cultivadas em 50 mL de meio DYGS
a 150 rpm de agitacdo, temperatura de 30°C por 24 horas. A turfa ja se
encontrava pronta e estéril, fazendo-se a mistura de 15 mL da suspensdo
bacteriana para 35g de turfa. Antes do plantio, as sementes foram envoltas na

turfa e secas & sombra, na proporcéo de 10g de turfa por kg de semente.

3.3.2 Caracteristicas avaliadas

Foram realizadas duas avaliages, sendo a primeira durante o periodo
vegetativo, 60 dias apds a emergéncia das plantulas, para a variedade estudada,
quando mediu-se a altura das plantas e o ndmero de perfilnos. A segunda
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avaliacdo ocorreu por ocasido da colheita, avaliando-se altura de plantas, o
numero de perfilhos, acimulo de massa fresca e seca de plantas e acumulo de

massa fresca e seca de graos.

3.3.3 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983)
guanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia
(teste de Cockran e Bartlet). A separacdo das médias foi feita utilizando o teste
estatistico LSD a 5% de probabilidade, além do uso da andlise de regresséo para
descrever a resposta das plantas aos diferentes niveis de adubagdo. Para
realizacdo do teste estatistico, foi utilizado o programa Sisvar 5.0 (FERREIRA,
2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Inoculacdo de Bactérias Diazotroficas em Vitdria da

Conquista, regido Sudoeste da Bahia

4.1.1 Cultivar BRS Tropical

Os resultados obtidos na Andlise de Variancia (Apéndice A) mostraram
que houve diferencas significativas para a inoculacdo e doses de nitrogénio em
todas as varidveis analisadas. Para a interacdo, apenas a variavel altura de
plantas ndo foi estatisticamente significativa.

Para todas as variaveis analisadas, a tendéncia de comportamento
ocorreu de forma linear. Com o aumento das doses de N, verificou-se aumento
na altura de plantas aos 60 dias ap6s a emergéncia (DAE), o maior nimero de
perfilhos por planta e aumento na massa fresca de plantas e no acimulo de
massa seca para o cultivar BRS Tropical (Figuras 1 e 2).

A inoculagcdo com a estirpe ZAE94, combinada com doses de N,
proporcionou aumentos de 3,5%, 6,0%, 6,8% e 2,6%, em relacdo ao tratamento
sem inoculagdo, com as doses 0,20, 60 e 100 kg.ha® de nitrogénio,
respectivamente, para a variavel altura de plantas.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram que a
inoculacdo foi benéfica & cultura do arroz nas condi¢Bes testadas e estdo de
acordo com o experimento realizado por Kuss (2008), utilizando a variedade
IRGA-420 aos 40 DAS (dias apds a semeadura), combinagdo entre doses de
nitrogénio na forma de ureia (0, 60 e 120 kg.ha™), inoculacdo com Azospirillum
brasilense, isolado UFSM-BD-31-06, e o controle, 0s quais ndo apresentaram

diferencas significativas entre os tratamentos quanto a altura de plantas, porém,
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a inoculagcdo promoveu aumento na variavel analisada.
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Figura 1- Analise de regressdo da variavel altura de plantas e nimero de perfilhos, em funcéo das doses de
nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™) na variedade BRS Tropical, inoculada ou ndo com a estirpe ZAE 94, sob

condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 6 repeticdes). Vitéria da Conquista, 2012.
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Os resultados encontrados neste trabalho, no qual a inoculagéo acrescida
de 60 kg.ha™ de nitrogénio apresentou aumento de 37% para a cultivar BRS
Tropical, em relacdo ao tratamento controle para a variavel altura de plantas.
Estes dados corroboram com os resultados encontados por Ramos e outros
(2010) que, ao avaliarem o crescimento de plantas de milho inoculadas com
Azospirillum lipoferum (estirpe BR 11084), 30 dias ap6s a semeadura,
observaram aumento na altura de plantas de 21,4%, quando as plantas foram
inoculadas com a adigdo de 30 kg.ha™ de N, e aumento de 17,6%, quando houve
apenas a inoculacéo.

A inoculagdo com H. seropedicae apresentou aumento de 3,5% na altura
de plantas de arroz da cultivar BRS Tropical, corroborando com os resultados
encontrados por Pedrinho e outros (2010), que constataram que houve diferencgas
significativas entre os tratamentos controle, inoculagdo com A. brasilense e
Sphingomonas spp. quanto a altura de plantas de milho aos 70 dias apés a
emergéncia das plantulas. A inoculagdo com A. brasilense apresentou altura de
plantas 14% superiores ao controle e a inoculagdo com Sphingomonas spp.
apresentou aumento de 4,5%.

Para a varidavel nimero de perfilhos, o aumento foi de 22,7%, 27,8%,
31,5% e 12,5%, em relacdo ao tratamento sem inoculagdo, com as doses testadas
no experimento, respectivamente (Figura 1).

A inoculagdo com bactérias diazotroficas promoveu aumento no nimero
de perfilhos, provavelmente, conduzindo a ganhos na producdo de massa seca e
de gréos para a cultivar BRS Tropical, o que estdo de acordo com os resultados
encontrados por Oliveira e outros (2007), trabalhando com Brachiaria brizantha
cv. Marandu. Estes autores observaram que essa graminea, sem aplicacdo de
nitrogénio e com inoculagdo de bactérias diazotréficas, produziu mais forragem
do que a testemunha (sem aplicacéo de nitrogénio e sem inoculacéo).
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O acumulo de massa fresca e de massa seca dos tratamentos com
inoculacgéo foram superiores ao tratamento sem inoculagdo. O acimulo de massa
seca foi 27,4%, 28,2%, 50,8 e 44,2%, e o acimulo de massa fresca foi 32%,
36,2%, 70,5 e 55,7% superior em relacdo ao tratamento sem inoculagdo para as
doses testadas, respectivamente (Figura 2).

O comportamento do cultivar BRS Tropical foi semelhante ao
experimento realizado por Sabino (2003), no qual os maiores acumulos de massa
seca observados corresponderam & inoculagdo com ZAE 94, independente da
cultivar suplementada com aplicacdo de nitrogénio mineral, proporcionando
aumentos de 43% no acimulo de massa seca, quando comparados ao tratamento
controle.

Estudos realizados por Guimardes e outros (2003), avaliando o efeito da
inoculagdo com bactérias diazotroficas na cultura do arroz de sequeiro,
observaram que houve aumento na massa seca da parte aérea na presenca de
inoculacdo, porém, ndao encontraram diferencas significativas entre as estirpes
avaliadas e o tratamento controle.

Os resultados encontrados para a cultivar BRS Tropical também
apresentaram aumento no acumulo de massa seca, com ganhos de 28%.
Guimardes (2006) verificou acimulo de massa seca nas cultivares IR42 e IAC
4440, inoculadas com a estirpe ZAE 94, apresentando valores acima aos do
controle e estatisticamente iguais aos tratamentos com doses de 50 e 100 kg.ha™
de nitrogénio. As plantas inoculadas mostraram acumulo de nitrogénio em torno
de 12% em relag&o & testemunha absoluta e, quando adubadas com 50 kg.ha™de
nitrogénioe inoculadas com a ZAE94, apresentaram acumulo de nitrogénio de
46%.

Os resultados encontrados no presente trabalho para a cultivar BRS
Tropical concordam com os resultados encontrados por Guimardes (2006),
porém, diferem dos resultados encontrados por Sabino (2007), nos quais a

46



inoculacéo praticamente ndo influenciou no acimulo de massa seca nas mesmas

cultivares de arroz estudadas.
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Figura 2 - Analise de regressao da variavel acimulo de massa fresca e seca aos 60 DAE em funcéo das doses de
nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™) na variedade BRS Tropical inoculada ou ndo com a estirpe ZAE 94, sob

condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 6 repeticdes). Vitoria da Conquista, 2012.
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4.1.2 Cultivar BRS MG Curinga

A cultivar BRS MG Curinga teve comportamento diferente da cultivar
BRS Tropical para o tratamento inoculado, sendo este inferior ao tratamento sem
inoculacdo e teve tendéncia de comportamento quadratico, sugerindo que existe
uma dose méxima de N que garante 0 aumento gquantitativo das variaveis
estudadas (Figuras 3 e 4). Neste caso, foi a dose 60 kg.ha'de nitrogénio. Ja para
o0 tratamento sem inoculagdo, a cultivar seguiu a mesma tendéncia da cultivar
BRS Tropical (Figura 3 e 4), em que a maior dose de nitrogénio aplicada foi
responsavel pelos aumentos das variaveis analisadas.

Em comparagdo as duas cultivares, a cultivar BRS MG Curinga
apresentou menor altura de plantas. Por se tratarem de cultivares com
caracteristicas distintas, ndo ha como realizar comparacao ou explicar a variacdo
de comportamento entre 0S mesmos.

Os resultados encontrados no presente trabalho, nos quais a inoculagéo
com a estirpe ZAE 94 proporcionou altura de plantas 4,5% inferior as plantas
que ndo receberam inoculagdo (Figura 3), concordam com o0s resultados
encontrados por Kuss e outros (2008) que, avaliando a altura de pléantulas de trés
cultivares de arroz irrigado (IRGA-417, IRGA-419 e IRGA-420), 26 dias apds o
transplantio, inoculadas com Azospirillum lipoferum (BR 11080) e A. Brasilense
(BR-11001), observaram que ndo houve diferengas significativas entre as duas
inoculagdes e o tratamento controle. O tratamento controle apresentou altura de
plantas 3,4% maior que o tratamento inoculado com A. Brasilense e 2% maior

que aquele com A. lipoferum.
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Figura 3 - Anélise de regressao da variavel altura de plantas e namero de perfilhos, em funcéo das doses de
nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™), na variedade BRS MG Curinga, inoculada ou ndo com a estirpe ZAE 94, sob

condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 6 repeticdes). Vitdria da Conquista, 2012.
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A maior dose de nitrogénio aplicado sem inoculacdo proporcionou
aumento do perfilhamento em 124% em relacdo ao tratamento sem inoculacéo e
sem adi¢do de nitrogénio. No tratamento inoculado, 0 nimero maximo de
perfilhos foi observado com a adicdo de 60 kg.ha™ de nitrogénio, com aumento
de 112%, porém, 11,5% inferior ao tratamento sem inoculacdo com a mesma
dose de N aplicado (Figura 3). Guimardes e outros (2011), estudando os efeitos
da inoculagdo de bactérias diazotrdficas do género Azospirillum spp. em capim-
marandu, econtraram resultados semelhantes, nos quais o perfilhamento maximo
foi observado no tratamento com adubacéo nitrogenada. A adubacédo nitrogenada
aumentou o numero de perfilhos em 32% e 7,6%, em relagdo aos tratamentos
controle e o inoculado, respectivamente.

A cultivar BRS MG Curinga, inoculada com a estirpe ZAE 94, acrescido
de 20 kg.ha™ de nitrogénio, apresentou ganhos no actimulo de massa seca em
torno de 31% em relagdo ao tratamento sem adigdo de nitrogénio, porém, 12%
inferior ao tratamento sem inoculacdo, com a mesma dose de N aplicado (Figura
4). Estes resultados estdo de acordo com o0s encontrados por Ferreira (2008),
cujos tratamentos inoculados com a estirpe ZAE 94, acrescidos de 20 kg.ha™de
nitrogénio, apresentaram uma tendéncia em aumentar a massa seca da parte
aérea de arroz em até 28%, em relacdo a testemunha absoluta, dependendo da
variedade e estadio de desenvolvimento das plantas de arroz, em que 0s
acréscimos foram verificados no estadio vegetativo.

Para todos os parametros analisados, ficou evidenciado que a cultivar
MG Curinga ndo apresentou resposta positiva a inoculagdo com Herbaspirullum
seropedicae - ZAE 94.

Uma possivel explicacdo para esse resultado seria a época de realizagéo
do experimento, que ndo coincide com a época indicada para o plantio de arroz.
Este fato pode ter contribuido para os resultados encontrados neste trabalho. A
cultivar BRS MG Curinga apresenta excelente desempenho nas diversas
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condi¢des edafocliméticas de Minas Gerais, desde que seja semeada e colhida na
época ideal para o desenvolvimento da cultura. Outra explicacdo pode estar
relacionada ao periodo de avalia¢do, que pode ter sido insuficiente para que a
inoculacdo respondesse de forma positiva. Assim, novos trabalhos podem ser
realizados a fim de avaliar o comportamento da cultivar BRS MG Curinga e a
inoculacdo com bactérias diazotroficas dentro da época ideal de cultivo, ja que o
arroz ndo tolera temperaturas baixas, sendo ideal para o seu desenvolvimento
temperaturas entre 20 e 35°C, e a temperatura média em Vitoria da Conquista,
durante o periodo do experimento, foi de 17,9°C (INMET, 2012).
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Figura 4 - Analise de regressao da variavel acimulo de massa fresca e seca aos 60 DAE em funcao das doses de

nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™) na variedade BRS MG Curinga inoculada ou n&o com a estirpe ZAE 94, sob

condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 6 repeticdes). Vitdria da Conquista, 2012.
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4.2 Experimento 2: Isolamento das bactérias diazotroficas

Foram encontradas populagGes de bactérias diazotr6ficas nos meios de
cultivo JMV, NFB e JNFB. Apenas no meio LGI ndo foram encontradas
populagdes bacterianas (Tabela 1).

Através da técnica do NMP (nimero mais provavel), o nimero de
bactérias encontradas nas raizes das plantas foram superiores aos valores
encontrados na parte aérea das plantas (Tabela 1). Diversos pesquisadores ja
constataram que o numero de bactérias diazotroficas presentes nas plantas de
arroz ¢ muito maior nas raizes, quando comparado ao caule e folhas
(BALDANI, 1984; BODDEY e outros, 1995; BALDANI, 1996; BARRAQUIO
e outros, 1997; GUIMARAES, 2001; SABINO, 2003; RODRIGUES e outros,
2006;SABINO, 2007).

Tabela 1- Populacédo de bactérias diazotréficas presentes nas plantas pela

técnica de nimero mais provavel (NMP).

Cultivar Local de extracdo IJNFB NFB MV
ntmero de células por grama de massa fresca (log)

BRS Tropical Raiz 6,65 7,65 7,40

Parte Aérea 5,65 3,60 6,65

BRS MG Curinga Raiz 6,65 6,98 7,65

Parte Aérea 5,40 5,65 6,18

Vérias bactérias de vida livre e associativas podem ser isoladas a partir
de meios semisoélidos livres de N (KIRCHOFF e outros, 1997). O crescimento
de isolados bacterianos, nos meios semiespecificos utilizados (JMV, NFB e
JNFB), ndo implica, necessariamente, que todos os isolados obtidos neste estudo

sejam dos géneros Burkholderia, Azospirillum e Herbaspirillum, o que torna
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necessario que estes isolados também sejam caracterizados quanto as suas
caracteristicas fenotipicas, fisiologicas e genéticas, para confirmacdo das
especies.

O isolamento de bactérias diazotroficas, oriundas das cultivares BRS
Topical e BRS MG Curinga, cultivadas em Vitoria da Conquista-BA, permitiu a
obtencdo de 50 isolados, dos quais 18% foram classificados como similares aos
do género Burkholderia, 16% similares ao género Azospirillum e 66% similares
aos de Herbaspirillum (Tabela 2).

Os isolados encontrados na cultivar BRS Tropical (Tabela 1) foram
provenientes dos trés meios de cultivo usados no experimento, no qual cerca de
55% dos isolados foi proveniente das raizes das plantas desinfestadas. Do total
de 31 isolados, 9 foram cultivados em meio JMV e provenientes das raizes das
plantas, 8 foram cultivados em meio NFB, sendo 1 oriundo de parte aérea e o
restante das raizes das plantas coletadas, e o restante dos isolados foram
cultivados em meio JNFB, onde 13 foram isolados da parte aérea das plantas e
apenas 1 foi isolado das raizes.

Os isolados encontrados na cultivar BRS MG Curinga foram em menor
namero, quando comparado aos isolados encontrados na cultivar BRS Tropical.
Todos os 19 isolados encontrados foram cultivados em meio JNFB e extraido da
parte aérea das plantas (Tabela 2). Esta cultivar pode exercer maior interagcdo
com bactérias do género Herbaspirillum, explicando, assim, o fato de apenas

bactérias similares ao género terem sido encontradas nesta cultivar.
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Tabela 2 - Numero de isolados de bactérias diazotréficas obtidos de duas
cultivares de arroz (BRS Tropical e MG Curinga), cultivadas em Vitéria da

Conquista — BA.

Meio IMV Meio NFb Meio JNFb
Cultivar (Burkholderia spp.) (Azospirillum spp.) (Herbaspirillum spp.)
PA R PA R PA R
BRS Tropical - 9 1 7 13 1
MG Curinga R - - - 19 -
Total 9 8 33

O género Herbaspirillum foi o Gnico encontrado em ambas cultivares,
porém, com maior incidéncia na parte aérea das plantas cultivadas (Tabela 2).

Os resultados encontrados neste estudo sdo semelhantes aos encontrados
por Brasil e outros (2005) e Cardozo (2008), em isolamento de bactérias
diazotrdficas que colonizavam raizes, colmos e folhas de cultivares de arroz
irrigado, obtendo-se um numero mais alto de isolados do género Azospirillum,
originados de raizes em compara¢do com colmos. Brasil e outros (2005) também
encontram em braquiaria, capim carona e capim mimoso maior nimero de
bactérias diazotréficas nas raizes do que na parte aérea ou no solo.

Araljo (2008) e Rodrigues e outros (2006) observaram uma maior
populacdo de bactérias diazotroficas em raizes de arroz, quando comparadas a
populacdo encontrada em colmos e folhas, o que também foi observado para as
bactérias dos géneros Burkholderia e Azospirillum, porém, divergente dos
resultados encontrados para o género Herbaspirillum.

Os isolados testados ndo foram eficientes quanto a solubilizacdo de
fosfato, o que significa que nenhum isolado foi capaz de solubilizar o fosfato
inorganico.
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4.2.1 Producao de Acido Indolacético (AIA)

A producdo de &cido indolacético ou auxina (AIA), pelas bactérias
associadas com as plantas, estimulam a elongacdo celular, a divisdo e
diferenciagdo celular nas plantas (DOBBELAERE e outros, 2003). Os isolados
estudados apresentaram capacidade diferenciada quanto a producéo do horménio
auxina (AlA).

Os resultados encontrados nos trés genéros avaliados apresentaram
valores compreendidos entre 0,261 e 4,347 pg.mg™ de proteina (ptn). O maior
valor encontrado para a producdo de auxina foi do isolado 37C, obtido da parte
aérea da cultivar BRS MG Curinga, cultivada em meio JNFB, similar ao
observado nas bactérias do género Herbaspirillum. O menor valor encontrado
foi do isolado A, obtido da raiz da cultivar BRS Tropical, cultivado em meio
JMV, similar as bactérias do género Burkholderia.

As maiores concentragdes de compostos indolicos produzidos foram
encontradas nos isolados similares a Herbaspirillum spp., seguido pelos isolados
similares a Burkholderia spp. e similares de Azospirillumspp. Radwan e outros
(2004) observaram que estirpes de Azospirillum spp. produzem de trés a sete
vezes mais compostos indélicos que estirpes de Herbaspirillum, o que diverge
do presente trabalho, em que os isolados crescidos no meio JNFb, supostamente
classificados como pertencentes ao genéro Herbaspirillum spp., produziram em
média 3,36 vezes mais composto indolicos do que os isolados do género

Azospirillum.
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Tabela 3- Capacidade de Producdo de Auxina e capacidade de Reducdo de

Acetileno por bactérias cultivadas em meios de cultivo JIMV, NFb e JNFb

(continua)
Isolado Pro(clijlasi]ol c(iji/:\%ina R(er:grlf(i(/)h(;ﬁ\fg:tz)lten n)o Extracdo Meio de Cultura

A 0,260867s 89.1440m Raiz IMV
1A 0,482967r 83.8167n Raiz IMV
2A 1,141167n 39.2863r Raiz IMV
3A 1,473067I 129.4737i Raiz IMV
4A 1,476533I 83.9177n Raiz IMV
5A 1,355633m 73.76630 Raiz IMV
6A 1,149100n 31.0713s Raiz IMV
TA 1,213567n 45.1567q Raiz IMV
8A 1,844867i 163.0573c Raiz IMV
1B 0,668433q 30.9477s Raiz NFb
4B 0,660733q 33.8060s Raiz NFb
6B 0,468700r 115.5047j Raiz NFb
9B 0,527133r 30.4020s Raiz NFb
12B 0,756067q 142.5363f Raiz NFb
16 B 1,374833m 133.1050h Raiz NFb
17B 2,189967h 137.3937¢g Parte Aérea NEb
18B 1,627033j 19.1783t Raiz NFb
1C 1,0526670 199.7177a Parte Aérea INFb
2C 1,443900I 165.5707c Parte Aérea INEb
3C 1,286167n 181.2887b Parte Aérea INFb
4C 1,786833i 120.4983j Parte Aérea INFb
6C 1,242433n 182.9253b Parte Aérea INFb
7C 1,0107000 52.4077p Parte Aérea INFb
8C 1,246200n 176.2757b Parte Aérea INFb
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10C 1,563933I 137.3490g Parte Aérea INFb

Continuagéo

11C 1,665667j 129.3000i Parte Aérea INFb
14cC 1,731933] 180.5873b Parte Aérea INFb
15C 1,5395671 179.0817b Parte Aérea INFb
16C 1,336933m 69.31170 Parte Aérea INFb
20C 1,828433i 149.5740e Parte Aérea INFb
22C 1,412167m 135.9387¢g Raiz INFDb
23C 3,350700e 126.0990i Parte Aérea INFDb
24C 3,893000b 158.1157d Parte Aérea INFb
25C 3,781333c 163.1320c Parte Aérea INFb
27C 3,154800f 154.9537d Parte Aérea INFDb
28C 3,297967¢e 152.4887d Parte Aérea INFb
30C 3,786167¢c 154.7167d Parte Aérea INFb
31C 3,318867¢ 181.5587b Parte Aérea INFb
32C 3,709200c 97.68401 Parte Aérea INFb
33C 3,343767e 146.4560e Parte Aérea INFDb
35C 3,479267d 125.9333i Parte Aérea INFb
36C 3,923900b 133.2053h Parte Aérea INFb
37C 4,347300a 165.3170c Parte Aérea INFb
38C 3,118500f 161.0403c Parte Aérea INFb
41C 3,424733d 141.5430f Parte Aérea INFb
42 C 3,318700e 157.7300d Parte Aérea INFb
43C 2,853567¢g 147.4773e Parte Aérea INFb
44 C 3,765233¢c 45.8017d Parte Aérea INFb
46 C 3,074267f 22.3610t Parte Aérea INFb
48 C 3,726633c 16.55867t Parte Aérea INFb

Valores seguidos da mesma letra, dentro da coluna, ndo diferem entre si, segundo o teste Skott
Knot, a 5% de probabilidade.
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4.2.2 Técnica de Reducdo de Acetileno (ARA)

A capacidade de realizar a FBN, por meio da atividade da nitrogenase,
medida pela técnica de reducdo de acetileno (ARA), demonstrou que todos os
isolados selecionados foram capazes de reduzir o acetileno a etileno,
comprovando a eficiéncia destas bactérias quanto ao potencial de fixar o
nitrogénio atmosférico em maior ou menor intensidade.

A variabilidade entre os isolados ocorreu na faixa de 16,559 a 199,717
mmol/ml de proteina por hora de incubagdo. Esta alta variabilidade ocorreu entre
0s meios de cultivo semisélido utilizados, onde o maior valor foi encontrado no
isolado 1 C, proveniente da parte aérea das plantas da cultivar BRS MG
Curinga, e 0 menor valor de ARA foi encontrado no isolado 48C, proveniente da
parte aérea das plantas da cultivar BRS Tropical, ambos cultivados em meio
JNFb.

Esta alta variabilidade na capacidade de se realizar a FBN, por meio da
técnica de reducdo de acetileno, foi também observada em bactérias isoladas de
arroz por Rodrigues e outros (2006) e Kuss e outros (2007). Han e New (1998)
observaram que a alta FBN em meio de cultivo néo se relaciona com a alta FBN
em campo.

Para a realizacdo do segundo experimento, foi selecionada uma bactéria
de cada meio de cultivo trabalhado, por meio da combinagdo dos melhores
resultados de produgdo de compostos inddlicos e capacidade de reduzir o
acetileno de cada meio de cultivo. Os isolados selecionados foram 8A, 17B e
37C.

O isolado 8A foi isolado da raiz da cultivar BRS Tropical e apresentou
valores de AIA=1,844867pug.mg™ de proteina e de ARA=163.0573 mmol/h/ml
de proteina. Estes foram os maiores valores encontrados pelo isolados cultivados
em meio JMV.
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O isolado 17B provém da parte aérea da cultivar BRS Tropical e
apresentou valores de AIA = 2189967ug.mg’ de ptn ARA =
137.3937mmol/h/ml de proteina. Para a producéo de auxina, o isolado 17B foi o
que apresentou maior valor entre os isolados cultivados no meio NFB, porém,
para a capacidade de reducéo de acetileno, ele foi o segundo maior. A escolha do
isolado 17B em relagdo ao isolado 12B, o qual apresentou maior valor de ARA,
foi devido ao fato de que a sua producdo de AIA foi bem inferior & mesma
producdo pelo isolado 17B. Dessa forma, o isolado 17B foi selecionado por
apresentar uma combinagdo dos melhores valores de AlA e ARA.

O isolado 37C foi isolado da parte aérea da cultivar BRS MG Curinga e
apresentou valores de AIA = 4,347300ug.mg™ de proteina e de ARA = 165.3170
mmol/h/ml de proteina. Este isolado também ndo apresentou o maior valor de

ARA, mas apresentou a melhor combinacdo dos resultados de AlA e ARA.

4.3 Experimento 3: Plantio de arroz para avaliacdo da eficiéncia dos

isolados quanto as caracteristicas agronémicas

Cultivar BRS Tropical

Os resultados obtidos na Andlise de Variancia (Apéndice C) mostraram
que houve diferencas significativas quanto a inoculagcdo (I), as doses de
nitrogénio (D) e a interagdo D x |, para todos os parametros analisados.

O desdobramento da inoculagdo proporcionou diferencas significativas
dentro de cada dose de N analisada. Em todas as doses estudadas, a estirpe 17B
foi superior as demais inoculac@es para a variavel altura de plantas, aos 60 dias,
ap6s a emergéncia, nas doses 20, 60 e 100 kg.ha™ de nitrogénio. Nas variaveis
acumulo de massa fresca e seca de plantas, a estirpe 17B foi estatisticamente

igual as inoculagbes em todas as doses estudadas. Na altura final de plantas,
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apenas na dose 100 kg de N, a estirpe 17B foi inferior ao tratamento sem
inoculagdo, porém, estatisticamente igual. A estirpe 37C superou as demais
guanto ao namero de perfilhos em todas as doses estudadas. A estipre ZAE94 foi
superior para as variaveis acimulo de massa fresca e seca de grdos. Para a
varidvel numero de perfilhos, todos os tratamentos tiveram comportamento
semelhante, apresentando pouca variacao estatistica (Tabela 3).

De uma forma geral, a inoculagdo com bactérias diazotroficas foi
positiva para a cultivar BRS Tropical, em relacdo ao tratamento sem inoculagéo,
com ganhos de 9,4% e 3,3% na altura de plantas, aos 60 DAE, e altura final de
plantas, respectivamente, 14,4% no namero de perfilhos, 97 e 98% no acimulo
de massa fresca e seca de plantas, e 7,4 e 3,2% no acimulo de massa fresca e
seca de gréos.

A andlise de regressdo para o desdobramento de doses seguiu a mesma
tendéncia em todas as variaveis analisadas, segundo cada inoculacdo estudada.
As estirpes 17B, 37C e ZAE94 tiveram tendéncia de comportamento quadratico,
no qual a dose 60 kg de nitrogénio proporcionou 0 maior aumento nas variaveis
analisadas e economia no volume de N aplicado. A estirpe 1A teve tendéncia de
comportamento linear de forma negativa, no qual o aumento na dose de
nitrogénio proporcionou diminuicdo nas varidveis analisadas, e o tratamento
controle teve tendéncia de comportamento linear, sugerindo que o aumento da

dose de nitrogénio garanta aumentos das variaveis estudadas.
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Tabela 4 - Inoculagdo com 4 estirpes de bactérias diazotréficas e tratamento sem inoculagdo sobre os efeitos de
altura de plantas aos 60 DAE, altura final de plantas, nimero de perfilhos, massa fresca de plantas, massa fresca

de gréos, massa seca de plantas e massa seca de graos.

Dose Inoculagédo Altura aos 60 DAE  Altura Final ~ Perfilhos  Massa Fresca de Plantas Massa Fresca de Graos Massa Seca de Plantas Massa Seca de Gréos
cm.planta™ cm.planta™ g.planta™ g.planta™ g.planta™ g.planta™

Sem N 1A 42,10a 57,33a 3,06b 39,23a 7,40c 19,14a 3,43c
Sem N 17 B 43,04a 58,83a 3,44a 40,68a 7,99hc 20,65a 3,73bc
Sem N 37C 42,22a 57,38a 3,50a 39,66a 7,51c 19,43a 3,55bc
Sem N ZAE94 39,48b 55,96b 3,06b 31,92b 8,81a 15,09b 4,15a
Sem N Sem Inoculagéo 39,33b 56,95b 3,06b 20,67c 8,20ab 10,42c 4,02ab
20 kgde N 1A 42,43b 56,93c 3,13a 38,98a 7,68c 19,56a 3,72c
20 kgde N 17 B 44,10a 59,72a 3,19a 42,79a 8,55ab 21,38a 4,12b
20 kgde N 37C 42,44b 59,39ab 3,44a 41,78a 8,36ab 20,57a 4,37ab
20 kgde N ZAE94 40,06¢ 57,86bc 3,19a 39,35a 9,44a 19,42a 4,86a
20 kgde N Sem Inoculagdo 40,05¢c 58,08b 3,06a 26,64b 8,42ab 13,27b 4,17b
60 kgde N 1A 41,24c 55,57¢ 3,38a 36,54b 6,92c 17,78b 3,12c
60 kgde N 17 B 45,03a 62,40a 3,25a 44 58a 9,72ab 22,00a 4,65ab
60 kgde N 37C 42,97b 59,86b 3,44a 44,13a 8,89b 21,72a 4,25b
60 kgde N ZAE9%4 40,72¢c 59,06b 3,44a 41,36a 10,46a 20,99a 5,56a
60 kgde N Sem Inoculagdo 41,48bc 59,78b 3,19a 29,82¢c 8,63b 14,45¢c 4,32b
100 kg de N 1A 41,13bc 55,19¢ 3,38b 35,30hc 6,28b 16,26¢ 2,97b
100 kg de N 17 B 43,49a 60,26a 3,56ab 42,53a 8,25a 21,12a 3,84a
100 kg de N 37C 40,97bc 58,58b 3,88a 41,53a 8,13a 20,79a 4,03a
100 kg de N ZAE9%4 39,13c 56,72bc 3,47ab 37,47b 8,92a 18,14b 4,66a
100 kgde N Sem Inoculagdo 41,66b 60,42a 3,50ab 32,04c 8,85a 16,61c 4,54a

1 A — Similar a Burkholderia spp; 17 B - Similar a Azospirillum spp.; 37 C — Similar a Herbaspirillum ssp.; ZAE94 - Herbaspirillum seropedicae;
Valores seguidos da mesma letra, dentro da coluna, ndo diferem entre si para cada inoculagdo testada, segundo o teste LSD, a 5% de probabilidade.
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Todas essas observacBes foram vélidas para as varidveis analisadas,
exceto para o nimero de perfilhos, do qual em todos os tratamentos a tendéncia
foi linear (Figuras 5, 6 e 7).

A aplicacdo de doses inferiores as recomendadas para a cultura resultou
em maiores ganhos e gerou economia, jd& que reduziu a quantidade de N
aplicado. Inameros resultados confirmam os encontrados neste trabalho, nos
quais o uso de peguenas doses de N podem beneficiar a FBN (ALVES e outros,
2003; GUIMARAES, 2006; SABINO, 2007).

Em muitos casos, a auséncia de resposta a inoculacdo por gramineas é
devido ao uso de linhagens inadequadas (REIS e outros, 2000). Deve-se
considerar a interagdo gendtipo x estirpe de bactéria diazotréfica, ja que a pouca
ou auséncia desta interacdo pode ndo promover efeitos positivos na FBN.

Sala e outros (2008) ndo encontraram diferengas entre a adubagdo com
60 e 120 kg.ha™ de nitrogénio na cultura do trigo, na presenca de inoculacio.
Provavelmente, isso estd relacionado a alguma modificacdo fisioldgica ou
morfoldgica, promovida pela bactéria, na qual a maior dose de N aplicado ndo
representou consumo de luxo para as plantas. Fato este que pode ter sido
observado no presente trabalho, porém, sem comprovacdo cientifica, ou pode
ainda ter sido resultado da melhor interagdo entre as bactérias inoculadas e o

genotipo da planta.
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*Significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia;
*NS — Néo significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia.

Figura 5- Analise de regressao da variavel altura de plantas aos 60 DAE e altura final de plantas, em funcédo das
doses de nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha’l), na variedade BRS Tropical, inoculada com as estirpes 1 A, 17 B, 37 C,
ZAE 94 e auséncia de inoculacdo, sob condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 4 repeticoes).

Vitéria da Conquista, 2012.
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Dotto e outros (2010), estudando a produtividade do milho em resposta &
inoculagcdo com H. seropedicae e diferentes niveis de N, observaram que ndo
houve interacdo positiva entre inoculacdo de H. seropedicae e niveis de N em
cobertura para as variaveis analisadas.

Em geral, a inoculacdo com estirpes isoladas na regido apresentou
superioridade em relagcdo a inoculacdo com ZAE 94, para a variavel altura de
plantas, evidenciando que isolados nativos sdo mais eficientes, pois ja sdo

adaptados as condicdes edafoclimaticas da regiéo.
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Linear (17 B (v — 0,0037x + 3,1324 R2— 0,8151)*)

— — Linear (37 C (y = 0,0058x + 3,2299 R? = 0,8585)*)

--------- Linear (1A (v =0,0034x + 3,0794 R?=0,8628)*NS)

—— - —Linear (ZAE94 (y — 0,0042x + 3,0980 R? — 0,9065)*)

— — — Linear (S/Inoculagiio (v = 0,0044x + 3,0053 R2 = 0,8913)%)

*Significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia,;
*NS — Néo significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia.

Figura 6-Andlise de regressdo da variavel numero e perfilhos, em funcéo
das doses de nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™), na variedade BRS Tropical,
inoculada com as estirpes 1 A, 17 B, 37 C, ZAE 94 e auséncia de inoculagéo,

sob condicdes de casa de vegetagio (média de 4 plantas.vaso™ e 4
repeticGes). Vitdria da Conquista, 2012.
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A altura de plantas foi inferior & altura de plantas descrita para a cultivar,
fato que pode ter sido influenciado pelas condicfes testadas durante a conducdo
do experimento (Figura 5). Comparando os resultados encontrados nos dois
experimentos, a inocula¢do com a estirpe ZAE94 foi superior neste experimento
em relacdo ao primeiro experimento realizado em 2011, para altura de plantas, o
gue pode ser explicado pelo plantio e avaliacdes em épocas distintas.

Os resultados aqui encontrados apresentaram diferengas significativas
em todas as inoculaces testadas, o que diverge dos resultados encontrados por
Araljo (2008), estudando 9 gendtipos de arroz e 7 inoculacdes diferentes, no
quais observou que a altura de plantas ndo foi influenciada pelas diferentes
inoculacoes.

Ramos e outros (2010) encontraram aumentos significativos na altura de
plantas de milho, quando houve a inoculagdo com Azospirillum, e resultados
ainda superiores quando a inoculacéao teve adigéo de N.

Para a variavel nimero de perfilhos, os resultados encontrados estdo de
acordo com Sala e outros (2008) que, avaliando a interacdo entre bactérias
diazotréficas e adubacdo nitrogenada na cultura do trigo, observaram maior
contribuicdo da inoculagdo no periodo vegetativo para o perfilhamento da
planta, possibilitando maior nimero de paniculas por m? consequentemente,
aumento na produtividade.

A inoculagdo mostrou efeitos positivos e estatisticamente superiores ao
tratamento sem inoculagdo, em relacdo ao acimulo de massa seca de plantas. A
estirpe ZAE94, embora inferior as inoculagbes 17B e 37C, foi a mais responsiva
ao aumento de doses de N, até a dose 60 kg.ha'l, com aumento de 30% em
relacdo ao tratamento sem adic¢do de N. A inoculagdo com as estirpes 17B e 37C,
apresentaram, respectivamente, aumentos de 9,5 e 11,3%, e para as inoculagdes

com as estirpes 17 B e 37 C, para a mesma dose de N (Figura 7).
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Doses de N (kg.hal) Doses de N (kg.ha'l)

Polinomial (17 B (v =-0,0011x* + 0,1336x + 40,639 R? =0,9989)%) Polinomial (17 B (v =-0,0004x* + 0,0491x + 20,613 R* =0,9969)*)

— — Polinomial (37 C (y =-0,0013x + 0,1538x + 39,509 R*= 0,9865)*) — — Polinomial (37 C (y = -0,0006x + 0,0738x + 19,403 R? = 0,9972)*)
--------- Linear (1A (v =-0,0424x + 39,416 R? = 0,9698)*) sesseeees Linear (1A (v =-0,0321x + 19,628 R? = 0,9097)%)

— . =Polinomial (ZAES4 (y = -0,0029x + 0,3314x + 32,592 R?=0,9424)*) — - = Polinomial (ZAE94 (y =-0,0018x*+ 0,2095x + 15,394 R*=0,9698)%)
— — — Linear (S/Inoculacio (v = 0,104x +22,61 R? = 0,8709)%) — — — Linear (STnoculagio (v = 0,0559x + 11,17 R? =0,9217)%)

*Significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia,;

Figura 7 - Analise de regressao das variaveis acimulo de massa fresca e seca de plantas, em funcéo das doses de
nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™), na variedade BRS Tropical, inoculada com asestirpes 1 A, 17 B, 37 C, ZAE %4 e
auséncia de inoculac&o, sob condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 4 repeticdes). Vitéria da
Conquista, 2012.
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Na Figura 7, foi observado que as inoculagBes respoderam de forma
positiva ao incremento de doses de nitrogénio, até o limite de 60 kg.ha™para as
estirpes 17B, 37C e ZAE 94. Estes resultados divergem dos encontrados por
Guimaraes e outros (2003), que observaram efeito positivo no acimulo de massa
seca de plantas de arroz da variedade Guarani, aos 40 dias ap6s transplantio das
plantas inoculadas com estirpes de Herbaspirillum e Burkholderia, mas ndo aos
70 e 130 dias ap06s o transplantio.

Riggs e outros (2001), trabalhando com as culturas de milho e trigo, em
condigdes de casa de vegetacdo, verificaram que a inoculagdo de H. seropedicae
promoveu acréscimos de produgdo de matéria seca de 49 a 82%, quando
aplicada juntamente com fertilizante nitrogenado, em comparagdo com 16% de
aumento, quando as plantas foram apenas inoculadas e ndo adubadas.

Guimardes e outros (2010) observaram efeitos positivos no acimulo de
massa seca para o cultivar 1AC4440, inoculada e seguida de adubacdo
nitrogenada. No estddio de florescimento, os maiores acUmulos foram
observados nos tratamentos adubados com 50 e 100 kg.ha™ de N. Os
incrementos foram de 30 e 16%, respectivamente, para H. seropedicae e
Burkholderia sp. Esses autores observaram, também, que no estadio de
enchimento de grdos, as plantas inoculadas com as bactérias diazotroficas
mostraram maiores incrementos de massa seca, quando em conjunto com a
adubagdo nitrogenada.

Guimardes e outros (2011) observaram gue plantas de arroz inoculadas e
sem a suplemtacdo com N-mineral ndo apresentaram diferengas, com relagéo ao
controle, porém, os tratamentos que receberam com adubacdo nitrogenada na

forma de sulfato de amonio obtiveram maiores acimulos de massa seca.

69



11 (@)

Massa Fresca de Grios (g.vaso'!)
Massa Seca de Griios (g.vaso'!)

Doses de N (kg.hal) Dosesde N (kg.ha'l)

Polinomial (17 B (y = -0,0006x2 + 0,0627x + 7,8339 R? =0,9038)*)

Polinomial (17 B (v = -0,0003x2 + 0,0346x + 3,672 R® = 0,93581)*)

— — Polinomial (37 C (y =-0,0004x* + 0,049x + 7,522 R*=0,9982)%) —— — Polinomial (37 C (v =-0,0002x* + 0,0265x + 3,6819 R?=0,7106)*)
--------- Linear (LA (v =-0,0129x + 7,6489 R* = 0,8664)*NS) weeeesees Linear (1A (¥ =-0,0062x + 3,5921 R?=0,6933)*NS)

— : = Polinomial (ZAES4 (y =-0,0006x* + 0,0629x + 8,6723 R?=0,9333)*) — - = Polinomial (ZAE94 (y = -0,0004x2 + 0,0499x + 4,1165 R2=0,991)*)
= = = Linear (S/Inoculagio (v =0,0062x + 82447 R2=0,9741)*NS) — — — Linear (S/Inoculacio (v = 0,0049x + 4,0398 R*= 0,989)*NS)

*Significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia;
*NS - Ndo significativo pelo teste LSD ao nivel de 5 % de significancia.

Figura 8 - Anélise de regressao das variaveis acimulo de massa fresca e seca de graos, em funcéo das doses de
nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha™), na variedade BRS Tropical, inoculada com asestirpes 1 A, 17 B, 37 C, ZAE %4 e
auséncia de inoculac&o, sob condicdes de casa de vegetacdo (média de 4 plantas.vaso™ e 4 repeticdes). Vitéria da
Conquista, 2012.
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Os resultados encontrados para a producdo de grdos mostraram que a
inoculagdo com as diferentes estirpes de bactérias diazotroficas foi positiva e
estatisticamente superiores ao tratamento sem inoculac&o. Na dose 60 kg.ha™ de
N, os ganhos foram de 7,6% e 28,7% para as estirpes 17B e ZAE94,
respectivamente, em relacdo ao tratamento sem inoculacdo com a mesma dose
de N aplicado. A inoculacdo com estirpe 37C foi estatisticamente igual ao
tratamento sem inoculacao.

Guimardes e outros (2010) encontraram ganhos de 3%, em média, para a
cultivar IAC 4440, inoculada com bactérias diazotréficas, em relacdo ao
controle, embora sem efeitos significativos.

Baldani e outros (2000) mostraram que estirpes de B. brasilensis
promoveram aumentos na producdo de grdos, variando de 11 a 20%, sob
condicbes de casa de vegatcdo. Estes autores ainda observaram que o0s
tratamentos inoculados com estirpes de H. seropedicae promoveram aumentos
de até 19% na producao de graos.

Ferreira (2004) observou aumentos na producao e no conteido de N nos
grdos na cultivar 1AC4440, variando entre 13 e 19%, quando as plantas foram
inoculadas com H. seropedicae.

Estimando a produgdo de grdos para um hectare com espagamento entre
linhas de 0,3 m e com 100 plantas por metro linear, baseando-se na producgéo de
grdos por vaso de planta, observa-se que a producéo foi superior em todos os
tratamentos estudados & produgéo descrita para a cultivar que é de 6.000 kg.ha™
(Tabela 5).
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Tabela 5: Estimativa da producdo de grdos (em Mg.ha) em funcéo das
doses de nitrogénio (0, 20, 60 e 100 kg.ha), na variedade BRS Tropical,

inoculada com as estirpes 1 A, 17 B, 37 C, ZAE 94 e auséncia de inoculacéo.

Doses de N (kg.ha™)

Inoculagéo
0 20 60 100
1A 7,718 8,370 7,020 6,682
17B 8,393 9,270 10,462 8,640
37C 7,987 9,832 9,562 9,067
ZAE 94 9,338 10,935 12,510 10,485
S/Inoculacéo 9,045 9,383 9,720 10,215

A inoculagdo com as estirpes 17B, 37C e ZAE 94, acrescida de 60 kg.ha’
' de nitrogénio, proporcionou aumento na producdo de 174,4%, 159,4% e
208,5%, respectivamente, em relacdo a producdo descrita para a cultivar. A
inoculagdo com bactérias diazotréficas nativas da regido Sudoeste da Bahia
mostrou-se bastante eficiente para a producdo de grdos, garantindo uma alta
produtividade com economia de fertilizante nitrogenado, porém, a inoculagdo
com a estirpe ZAE 94 proporcionou aumentos ainda maiores do que a
inoculacdo com as estirpes isoladas da regido (Tabela 5).

Com a inoculacdo de bactérias diazotréficas, espera-se alcancar
aumentos na producéo de grdos com redugédo no volume de adubos nitrogenados,
contribuindo para a sustentabilidade do sistema agricola, o que foi observado no
presente trabalho.

A méxima resposta na producdo de grdos foi observada com a
inoculacdo com a estirpe ZAE 94, acrescida de 60 kg.ha™ de nitrogénio, cujo
aumento foi superior a 200%. O tratamento sem inoculacdo sem bactérias
diazotroficas apresentou produgdo superior aos tratamentos inoculados com as

estirpes isoladas nas doses 0 e 100 kg.ha™ de nitrogénio, com ganhos de até
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17,2% e 52,9%, respectivamente.

O efeito positivo da inoculagdo com bactérias diazotréficas foi
observado por diversos autores. Ferreira e outros (2003), estudando as
variedades IR 42 e IAC 4440, em condic¢des de campo, observaram aumentos na
producdo de grdos de 38 e 18%, respectivamente, quando inoculado com a
estirpe ZAE 94 em realcdo ao tratamento controle que ndo recebeu inoculagéo.

Guimaré&es (2006) observou aumento na producéo de gréos de arroz para
a cultivar IR42 em relacdo a testemunha absoluta com plantas inoculadas com as
estirpes ZAE 94 e M 130, acrescidadas de 50 kg.ha™ de nitrogénio. A estirpe M
130 apresentou aumento na produgéo em torno de 21%.

Cavallet e outros (2000), estudando a produgédo de milho inoculadas com
o inoculante comercial “Graminante”, a base de Azospirillum spp., observaram
que a inoculacdo e o uso de adubacgdo nitrogenada aumentaram a producdo em
30%.

Sala e outros (2007), estudando plantas de trigo IAC-370, inoculadas
com os isolados IAC-AT-8 e IAC-HT-11, observaram aumentos na producao de
gridos em 20 e 26%, quando as plantas foram adubadas com 120 kg.ha™ de

nitrogénio.
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5 CONCLUSOES

O isolamento permitiu a obtencdo de 50 isolados, 19 da cultivar BRS
MG Curinga e 31 do cultivar BRS Tropical;

Os isolados ndo apresentaram eficiéncia em solubilizar fosfato
inorganico;

Dentre os isolados obtidos, os 1A, 17B e 37C apresentaram 0s maiores
resultados na producdo de auxina e capacidade em reduzir o acetileno,
dependendo do meio utilizado;

A inoculagdo com bactérias diazotroficas, acrescida de 60 kg.ha™ de N,
exceto a estirpe 1A, proporcionou efeitos positivos quanto as
caracteristicas agrondmicas analisadas com aumentos de até 28,7% na
producdo de graos, estatisticamente superiores aos demais tratamentos;
Verifica-se uma maior contribuicdo da inoculacdo, quando associada a
adubacdo nitrogenada mineral;

Nas condigdes testadas, a estimativa de producdo de grdos demonstrou
que a inoculagdo com bactérias diazotrdficas proporcionou aumentos de

até 208,5%, dependendo da estirpe utilizada.
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Apéndice A - Analise de Variancia da altura de plantas, nimero de perfilhos, matéria fresca e acimulo de matéria
seca na cultivar BRS Tropical.

Altura de Plantas (cm) NUmero de Perfilhos Matéria Fresca (g) Matéria Seca (g)
Fonte de Variagéo
P>F
Inoculagéo 0,1273 0,0000 0,0000 0,0000
Nitrogénio 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
I XN 0,2982 0,0025 0,0000 0,0000
C.V (%) 5,86 443 428 7,23
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Apéndice B - Analise de Variancia da altura de plantas, niumero de perfilhos, matéria fresca e seca de plantas na
cultivar MG Curinga.

Altura de Plantas (cm) NUmero de Perfilhos Matéria Fresca (g) Matéria Seca (g)
Fonte de Variagéo
P>F
Inoculacéo 0,0000 0,0000 0,1668 0,2922
Nitrogénio 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
IxN 0,0000 0,2037 0,0535 0,1753
CV (%) 3,21 6,89 26,31 35,8400
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Apéndice C - Anélise de Variancia de altura de plantas aos 60 DAE, nimero de perfilhos aos 60 DAE, altura final

de plantas, acimulo de massa fresca e seca de plantas e acimulo de massa fresca e seca de gréaos.

Fonte (je Altura de Plantas Pe#ﬁm) esrgéjseeo Altura final de Massa Fresca de Massa F~resca de Massa Seca de Massa ~Seca de
Variacédo aos 60 DAE (cm) DAE Plantas Plantas Gréos Plantas Gréos
Inoculagéo 0,0000 0,0090 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Nitrogénio 0,0026 0,0345 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
IxN 0,0000 0,0055 0,0000 0,0000 0,0086 0,0000 0,0000
CV% 2,07 8,16 1,98 3,83 6,12 6,50 7,88
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ANEXOS
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Anexo A - Meios de Cultivo

e Meio JMV (BALDANI V. L. D., 1996. Tese (Doutorado) —

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro)

Manitol

K,HPO, sol. 10 %

KH,PO, sol. 10 %

MgSO,.7H,0 sol. 10 %

NaCl sol. 10 %

CaCl,. 2H,0 sol. 10 %

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de
KOH

FeEDTA Sol. 1,64%

Sol. de micronutrientes para meio de cultura
Vitamina para meio de cultura

Extrato de levedura

Ajustar o pH para 5,0 - 5,4.

Completar para 1000 ml com agua destilada.

5¢
6ml
18ml
2ml
Iml
2ml

2ml

4ml
2ml
Iml
100mg

Adicionar 1,6 g I™de agar para semi-s6lido e 25 g I™* para sélido.

o Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO, Summa Phytopathologica,

Campinas, v. 12, n. 1-2,p. 16, 1986. )

Glicose 29
Acido malico 29
Peptona bacterioldgica 1,59
Extrato de levedura 29
KH,PO, 0,9
MgSQO,.7H,0 0,59
Acido glutamico 1,59
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Ajustar o pH com solucdo de KOH a 10%:
pH 6,0 para Herbaspirillum.
pH 6,0 para Gluconacetobacter(menos acido malico).
pH 6,8 para Azospirillum.
Completar para 1000 ml com H,O destilada.
e Meio JNFb (DOBEREINER e outros, Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acido mélico 5¢
K,HPO, sol. 10 % 6mi
KH,PO, sol. 10 % 18ml
MgSQO,.7H,0 sol. 10 % 2ml
NaCl sol. 10 % Iml
CaCl,. 2H,0 sol. 10 % 2ml
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de 2ml
KOH

FeEDTA Sol. 1,64% 4ml
KOH 4,5
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2ml
Vitamina para meio de cultura 1mi
Extrato de levedura 20mg

Ajustar o pH para 5,8 com solucéo de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com agua destilada.

Adicionar 1,7 g I de agar para semi-solido e 17 g I para sélido.

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

Acido malico 5¢
K,HPO, sol. 10 % 5ml
MgS0,.7H,0 sol. 10 % 2ml
NaCl sol. 10 % Iml
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CaCl,. 2H,0 sol. 10 % 2ml

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de 2ml
KOH

FeEDTA Sol. 1,64% 4ml

KOH 4,5

Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2mi

Vitamina para meio de cultura 1mi

Extrato de levedura 50mg

Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com &gua destilada.
Adicionar 1,3 g I'* de &gar para semi-sélido e 15g I™ para sélido .

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

Batata cozida 200g
Acido malico 2,50
Aclcar 2,59

Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2ml

Vitamina para meio de cultura 1mi

Pesar 0s 200 g de batata e cozinhar em agua destilada durante 30 minutos.
Paralelamente, adicionar o 4cido malico em 50 ml de &4gua destiladacom 2 gotas
de azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Adicionar o agucar cristal, a
solucdo de micronutrientes e a vitamina, ajustar o pH com KOH ate atingir pH
6,8-7,0.

Filtrar a batata em algodé&o e juntar a solucdo preparada anteriormente ao
filtrado. Completar o volume para 1000 ml.

Adicionar 1,84 g I"* de agar para semi-solido e 15 g I™* de agar para solido.
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Anexo B- Solucgdes

o Solucéo salina para diluicdo seriada

KH,PO, sol. 10 %
MgSQO,.7H,0 sol. 10 %
NaCl sol. 10 %
CaCl,. 2H,0 sol. 10 %
FeEDTA Sol. 1,64%

Sol. de micronutrientes para meio de cultura
Ajustar o pH para 6,5 com solucéo de H,SO,4 a 5 %,

Completar com &gua destilada para 1000 ml.

97

Iml
0,5ml
0,2mi
0,5mi
Iml
0,5mli



