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RESUMO

plantas arroz de sequeiro da variedade Guarani. O experimento em casa de vegetacdo constou de quatro

repeticdes com cinco plantas por vaso, em solo tipo Argissolo Vermelho-Amarelo. As estirpes utilizadas
foram ZAE72, ZAE94 e ZAL 152 de Herbaspirillum seropedicae, M4 de Herbaspirillum rubrisubal bicanse M 130
de Burkholderia brasilensis. O controle foi inoculado com bactérias mortas por autoclavagem. As sementes de
arroz foram desinfestadas superficialmente e germinadas em placas de agar-agua (1%) e transplantadas para
tubos de ensaio contendo solugéo de Hoagland sem N e inoculados com 2 mL da bactéria crescida, sendo plantadas
Nos vasos apos sete dias. Foram realizadas avaliagdes da matéria seca, N-total da parte aérea aos 40, 70 e 130 dias
apos o plantio (DAP), assim como a produgéo de graos. Foram observados aumentos na produgéo de gréos de 19%
devido a inoculacéo com a estirpe M130 (B. brasilensis) e de até 25% com estirpes de H. seropedicae. No
experimento de campo, foram utilizadas as estirpes M 130 e ZAE94. As parcelas foram de 2,20 m? com seislinhas,
utilizando-se as quatro linhas centrais para a produgdo de gréos. O delineamento experimental foi de blocos ao
acaso, com quatro repeticdes. Foram observados aumentos na producéo de gréos de até 50% com ainoculagdo da
estirpe ZAE94 de H. seropedicae e aumentos de 38% decorrentes dainoculagdo da estirpe M130 de B. brasilensis.

E m um experimento de casa de vegetacdo e outro de campo, foram inoculadas bactérias diazotréficas em
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ABSTRACT
THE EFFECT OF ENDOPHYTIC BACTERIA INOCULATED ON DRYLAND RICE PLANTS

Two inoculation experiments were carried out with diazotrophic bacteria in dryland rice crop, cultivar Guarani.
The first experiment was carried out in pots under greenhouse conditions and the second one was carried out in
the field. The strains used in the greenhouse conditions were ZAE72, ZAE94 and ZAL 152 of Herbaspirillum
seropedicae, M4 of Herbaspirillum rubrisubalbicans and M130 of Burkholderia brasilensis. The control was
inoculated with dead cells. The greenhouse experiment consisted of 4 repetitions with 5 plants per pot, filled with
Typic Hapludult soil type. The seeds were desinfected superficially and germinated in plates with water agar 1%
and transferred to test tubes containing N-free Hoagland solution and inoculated with 2 mL of grown bacteria and
transferred to the pots 7 days after. Evaluations of the dry matter and total N of aerial parts were done at 40, 70 and
130 days after planting (DAP), aswell as the grains production. Increases of 19% and up to 25% were observed in
grain production due the inoculation with strain M130 of B. brasilensis and H. seropedicae strains, respectively.
In the field experiment, the strains M 130 and ZAE94 were used. The plots area was 2,20m? with 6 lines and 4
central lines were used for the grain production. The experimental was in set up rondomised blocks design, with
4 repetitions. Increases up to 50% and 38% were observed in the production of grains due to the inoculation with
strain ZAE94 of H. seropedicae and M130 of B. brasilensis strain, repectively.
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INTRODUCAO

O arroz éutilizado como principal alimento por mais
de um terco da populacdo mundia (Elmerich, 1996),
além de ser considerado, dentre os cereaisdeimportancia
econbmica, 0 mais importante do terceiro mundo
(Boddey et al. 1997). O arroz cultivado em solos
inundados é responsavel por cerca de 86% de toda a

producdo de gréos deste cereal (Ladha et al. 1997).
Entretanto, o cultivo do arroz, nos Ultimos anos, tem se
expandido para terras altas ou de sequeiro,
principalmente no Brasil, onde existem cerca de 2,4
milhdes de hectares plantados com a cultura nestas
condicBes (Urquiaga & Zapata, 2000).

O nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes
paraaobtencdo de altaprodutividade das culturasanuais,
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devido a grande demanda deste nutriente pelas plantas.
Assim, a baixa disponibilidade de nitrogénio no solo
limita a produtividade das culturas, tanto em clima
temperado como tropical, sendo um problema para 93%
das regides da América tropical (Sanchez & Salinas,
1982). O processo de fixac&o bioldgica de nitrogénio
(FBN) em leguminosas desempenha um papel
importante naagricultura, poisreduz o custo de producéo
das culturas, pela reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados. Este processo pode ser relevante para
plantas ndo leguminosas, umavez que nos Ultimos anos,
experimentos utilizando o método da diluicéo isotépica
de N demonstraram claramente o potencial de FBN
paravérias culturas ndo leguminosas, dentreelas o arroz
(Urquiaga et al., 1991).

O maior potencial de fixagdo de nitrogénio do ar é
atribuido as bactérias diazotroficas de carater
microaerofilico, como por exempl o espécies dosgéneros
Azospirillum, Herbaspirillum, (Dobereiner, 1992)
Gluconacetobacter (Yamadaet al., 1997), Burkholderia
(Baldani, 1996) e Azoarcus (Reinhold-Hurek, et al.,
1993) que colonizam as partesinternas dasraizes e partes
aéreas de gramineas (Baldani et al., 1997).

Experimentos de inoculacdo com Herbaspirillum
spp. em solo ndo estéril sob condicbes de casa de
vegetacdo, mostraram que este microrganismo pode ser
introduzido dentro das plantas de arroz através de
aplicacdo naformade inoculante nas sementes antes da
germinagdo (Olivares et al., 1993). Dobereiner &
Baldani (1995) observaram que estirpes de
Herbaspirillum spp. quando inoculadas em plantulas de
arroz cultivadas em solug@o de Hoagland contendo
nitrogénio marcado, contribuiram com aumentos de
cerca de 40% no N-total acumulado nas plantulas. Ja
em casade vegetacdo, aumentosvariando entre 17 e 19%
do N incorporado a planta devido a FBN foram
observados com a inoculacédo de estirpes de H.
seropedicae e B. brasilensis (Baldani et al, 2000).

Este trabalho teve por objetivo estudar o efeito da
inoculacdo de bactérias diazotrdficas endofiticasem arroz
de sequeiro, cultivado sob condicdes de casade vegetacéo
€ campo.

MATERIAL E METODOS

1 —Variedade utilizada

Foi utilizada a variedade Guarani, cedida pela
Embrapa Arroz e Feijdo, localizada na cidade de Santo
Antonio de Goids- GO . Estaé umavariedade melhorada
e adaptada a solos pobres, podendo ser cultivada tanto
em regime hidrico de sequeiro quanto de inundacao.

2 - Desinfestacdo superficial das sementesdearroz
Assementes davariedade Guarani foram descascadas
e desinfestadas superficialmente, utilizando-se a
metodologia descrita por Baldani et al., (2000).
Inicialmente, foram imersas numa solucdo de
estreptomicina 0,1% acrescida de 2 gotas de detergente
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comercia e mantidas sob agitacdo em agitador horizontal
a 100 rotagdes por minuto (rpm) durante 20 minutos. A
seguir, as sementes foram lavadas trés vezes com agua
estéril e em seguida imersas numa solucéo contendo
HgCl, na propor¢éo de 1:1000 e mantidas sob agitagdo
a100 rpm por 20 minutos. Apds este periodo, as sementes
foram lavadas oito vezes com agua estéril, colocadas no
agitador horizontal a 100 rpm, com intervalo de 10
minutos entre uma lavagem e outra.

Procedida a desinfestac@o superficial, as sementes
foram colocadas para pré-germinar em placas de agar-
agua (1%) por um periodo de 48 horas.

3 - Experimento em casa de vegetacdo

Apo6s a pré-germinagdo, as plantulas foram
transplantadas para tubos de ensaio com capacidade de
12 mL, contendo 5 mL de solucdo de Hoagland sem N
(Hoagland, 1950) agarizada com 5¢/L e inoculada com
2 mL da bactéria crescida no meio Dygs por 24 horas.
As plantulas permaneceram nos tubos de ensaio durante
sete dias. Apos este periodo, foram transplantadas para
0S vasos em casa de vegetacdo. Foi utilizado o
delineamento de blocos ao acaso, com quatro repeticdes
e cinco plantas por vaso. O experimento constou de seis
tratamentos deinocul agdo com as bactérias diazotrdficas
ZAET72, ZAE94 e ZAL153 de Herbaspirillum
seropedicae, M4 de Herbaspirillum rubrisubalbicans,
M 130 de Burkholderia brasilensis, e o controle
(inoculado com as bactérias mortas por autoclavagem).

Foi utilizado o material superficial (0-20cm)
proveniente de um Argissolo Vermelho-Amarelo, e os
vasos foram adubados com 10 mL da solugéo de sulfato
de zinco e 10 mL defosfato monabasico, de acordo com
a andlise do solo, e misturados apos 48 horas.

Foram feitas amostragens das plantas aos 40, 70, e
130 dias apos o transplantio para os vasos (DAT), em
que se avaliaram a matéria seca e 0 N-total da parte
aérea, além da producdo e N-total dos gréos com casca
(Urquiaga et al., 1991).

4 - Experimento de campo

O experimento de campo foi conduzido no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia, em Seropédica
— RJ. As sementes da variedade Guarani foram
pel etizadas com turfa contendo as bactérias previamente
crescidas no meio DY GS por 24 horas, sob agitacdo de
100 rpm. O experimento constou de trés tratamentos de
inoculag@o com as estirpes: M130 (B. brasilensis),
ZAEY (H .seropedicae), e o controle (inoculagdo com
as bactérias mortas por autoclavagem), com quatro
repeticdes e distribuidos em delineamento de blocos ao
acaso, numa area total de 1100 m2. Utilizou-se parcelas
de 2,20 m?, com seislinhas, utilizando-se asquatro linhas
centrais para a producéo de gréos. Foram plantadas 65
sementes por metro linear, com espagcamento 0,30m entre
as linhas.

A adubaggo no solo foi feita mediante a andlise do
solo, juntamente com a calagem, aplicando-se por
hectare 110kg de calcario dolomitico aos 30 dias antes
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do plantio assim como 24 kg de superfosfato simples
que foram distribuidos por todaa érea. O nitrogénio (20
kg/ha, na forma de sulfato de aménio) foi aplicado em
cobertura, 20 dias apds a germinacéo 1das sementes. Ol
Zinco e o Borax (1,65 kg.ha e 25,9g.ha
respectivamente) foram aplicados 96 dias apds o plantio.
Os parémetros avaliados foram a matéria seca e o N-
total da parte aérea, assim como a producéo e N-total
dos gréos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 — Experimento em casa de vegetacao

Na coleta realizada aos quarenta dias apés o
transplantio (DAT), houve diferencas no acimulo de
matéria seca da parte aérea devido a inoculagdo de
bactérias diazotroficas. As estirpes ZAE72, ZAE94 e
ZAL152 (H. seropedicae) contribuiram com um
aumento de até 111% em relacdo ao tratamento
inoculado com a bactéria morta (Tabela 1). Resultado
semel hante foi observado no tratamento inoculado com
a estirpe M130 (B. brasilensis). Por outro lado, néo
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foram observadas diferencas significativas no N-total
acumulado na parte aérea, embora o N-total
acumulado pelas estirpes M130 e ZAE72 tenha sido
quase o dobro do N total acumulado no tratamento
controle (Tabela 1).

Na coletafeitaaos 70 DAT, ndo foram observadas
diferencgas significativas entre os pardmetros
avaliados, emboratenham sido verificadas diferencas
em termos absolutos. A estirpe M130 promoveu um
aumento no acimulo de matéria seca ao redor de 24%
em relacdo ao tratamento controle, enquanto que o0s
tratamentos inoculados com Herbaspirillum
seropedicae (ZAE72, ZAE94 e ZAL 152) promoveram
aumentos de até 13,5%.

Em relacdo ao acimulo de nitrogénio, ainocul agéo
com a estirpe M130 (B. brasilensis) apresentou uma
contribuicdo de 32% superior ao tratamento controle,
ao passo que os tratamentos inoculados com H.
seropedicae (ZAE72, ZAE94 e ZAL 152)
contribuiram em médiacom 35%. Ja o tratamento M4
(H. rubrisubalbicans) contribuiu com 59% acima do
controle (Tabela1). Nacoletarealizada aos 130 DAT,
ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos, e as diferencas absolutas ndo foram
marcantes.

Tabela 1- Efeito da inoculacéo de bactérias diazotréficas no acimulo de matéria seca e N-total
pelaparte aéreado arroz, variedade Guarani, sob condic¢des de casade vegetacdo (médias de 4 repeticoes).

40 DAT 70 DAT

Estirpes Matéria seca N-total M atéria seca N

g.planta®  mg.planta’ g.planta’ mg.

ZAE94 2,73 ab 86,02 a 577a 6!

ZAET72 3,40 a 94,11 a 8,40 a 9¢

ZAL152 2,40 ab 78,28 a 8,47 a 9.

M4 1,83 ab 58,05 a 8,35 a 1(

M 130 3,37a 96,16 a 6,90 a 8:

Controle 1,14 b 51,05 a 5,55 a 6.
CV (%) 25,0 24,0 23,0

Valores seguidos da mesma letrando diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia0.05; DAT — dias apds o transplantio; ZAE94, ZAE72
e ZAE152 — H. seropedicae; M4 — H. rubrisubalbicans; M130 — B. brasilensis.

Em estudos de inoculagdo com bactérias
diazotroficasem 4 variedadesde arroz (Metica-1, Cica
9, IAC-859 e Cica-8), Oliveira (1992) nao observou
diferencas no acimulo de matéria seca da parte aérea
em todas as variedades estudadas nafase de enchimento
de gréos. Este autor também observou que ndo houve
diferencas no acimul o de nitrogénio na parte aérea dos
tratamentos estudados quando comparados a
testemunha.

De acordo com Baldani & Dobereiner (1980), a
inoculagdo com bactérias diazotréficas mostrou que
tanto no arroz de sequeiro quanto no irrigado, néo
houve diminui¢do no acimulo de nitrogénio durante o
ciclo. Ja com ainoculagéo de estirpes homologas na
cultura do trigo, estes autores observaram que houve
um maior acimulo de matéria seca, sugerindo que a

associacdo planta-estirpe homologa sgjamais eficiente
no acimulo de matéria seca, ou talvez responsavel por
um aumento na producgéo dos graos.

Trabalhos conduzidos por Campos (1999),
mostraram que algumas variedades de arroz sdo muito
eficientes quanto ao indice de colheita de nitrogénio,
contribuindo com até 60%. Este autor ressaltou também
gue quanto maior o indice de colheitade N, maior é a
proporcéo de nitrogénio acumulado nos gréos em
relacdo a parte aérea.

Com relacdo a producgéo de gréos, os tratamentos
gue melhor responderam a inoculagéo, em valores
absolutos, foram aM 130 (B. brasilensis), com aumento
de 19% e os tratamentos inoculados com estirpes de
H. seropedicae (ZAE72 e ZAL152) que resultaram
em aumentos de 25% e 22%, respectivamente na
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producdo de gréos. JA no N-total dos gréos, estas
estirpes (de H. seropedicae) promoveram aumentos
de até 15% (Tabela 2).

Estudos realizados por Baldani et al. (2000)
mostraram que, em experimentos conduzidos em casa
de vegetacdo, estirpes de B. brasilensis promoveram
aumentos na producado de gréos de arroz que variaram
entre 11% e 20%. Estes autores também observaram
aumentos de até 19% nos tratamentos inoculados com
estirpes de H. seropedicae.

Tabela 2 — Efeito da inoculagdo de bactérias
diazotréficas na producédo e acimulo de N
nos gréos de arroz, variedade Guarani, sob
condi¢des de vasos em casa de vegetacéo

(médias de 4 repeticdes).

Estirpes  Graossecos N-total dos gréos

(g.planta®)  (mg.planta™)

ZAE94 590a 83,30 a

ZAET72 8,00 a 102,70 a

ZAL152 7,80 a 97,70 a

M4 7,00 a 94,00 a

M130 7,60 a 94,20 a

Controle 6,40 a 89,00 a
CV (%) 17,5 19,0

Valores seguidos damesmaletrando diferementre s pelotestede Tukey
ao nivel de significancia 0.05; ZAE94, ZAE72 e ZAE152 — H.
seropedicae; M4 —H. rubrisubalbicans; M130 — B. brasilensis

Experimento de campo

Os resultados obtidos no experimento de campo
mostraram que na primeira coleta, realizada aos 40
diasapdso plantio (DAP), houve diferencas no acimulo
de matéria seca da parte aérea devido a inoculagéo
(Figura 1). A inoculag8o com a estirpe ZAE94 (H.
seropedicae) apresentou um acumulo de matéria seca
superior a100% em relac&o ao controle inoculado com
a bactéria morta. J4 ainoculacéo com a estirpe M130
deB. brasilensis contribuiu com um aumento de apenas
26%. Porém, ndo foram observadas diferencas
significativas no N-total acumulado na parte aérea das
plantas, embora em termos absolutos tenha sido
observado um aumento de 86% com a inoculacdo da
estirpe ZAE94 (Figura 2).

Foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos devido a inoculagéo aos 75 DAP (Figuras
le2). A estirpe ZAE94 aumentou em até 43% amatéria
seca da parte aérea. Esta estirpe também se mostrou
eficiente no acimulo de N na parte aérea, que
apresentou um aumento de 28% (Figura 2).

Diferencas significativas tanto no acimulo de
matéria seca, quanto na producdo de graos foram
observados na coleta feita aos 130 DAP. Em relacdo a
matéria seca da parte aérea, houve um aumento de 6%
decorrente dainoculagio com aestirpe ZAE94 (Figura
2). Estaestirpe aumentou a produgéo de gréosem 50%
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em relagdo ao controle. Aumentos em torno de 38% na
producdo de gréos também foi obtido para a estirpe
M130 de B. brasilensis (Figura 3).

‘_"(U
g 250 a ab

a
g 200 ab 140 DAP
= 150 b b
o 075 DAP
s 100 a b 130 DAP
& 50 b
% 0 - T =1
= ZAE94 M130 Controle

Tratamentos

Figura 1- Matéria seca da parte aérea de arroz,
variedade Guarani sob condi¢des de campo
(médias de quatro repeticdes).
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Figura 2-N-total na parte aérea de arroz, variedade
Guarani sob condigdes de campo (médias de
quatro repeticdes).
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Figura 3-Producéo de gréos de arroz, variedade
Guarani sob condigdes de campo (médias de
quatro repeticdes).

Estudos de inoculag@o com a estirpe ZAE94 de H.
seropedicae em diferentes variedades de arroz crescidas
em condi¢des de campo sob diferentes doses de N e
molibdénio, e em regime hidrico de sequeiro,
mostraram um incremento de até 37% na produgéo de
gréos deste cereal (Sundin, 2001).

Experimentos de inoculagdo em trigo, com estirpes
de Azospirillum spp. no campo, revelaram que ndo
houve efeito dainoculacdo sobre a produgéo de gréos.
No entanto, foi observado que o teor de nitrogénio nos
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gréos aumentou significativamente nos tratamentos
com bactérias e sem a adi¢do de nitrogénio. Foi
observado que cerca de 70% do nitrogénio acumulado
foi translocado das partes vegetativas para 0s gréos
(Rodrigues et al., 2000).

CONCLUSOES

A inoculag@o com bactérias diazotroficas endofiticas
contribuiu para 0 aumento da matéria seca, N-total e
producédo de gréos da cultivar Guarani, crescidas sob
condic¢des de casa de vegetacdo.

Entre as estirpes estudadas, a ZAE94 de H.
seropedicae foi aque promoveu maior aumento (50%)
na producdo de gréos da variedade Guarani, crescida
sob condi¢des de campo, mostrando assim grande
potencial para futuros estudos.
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