Crescimento inicial de plantas de arroz
inoculadas com Azospirillum spp.

Initial growth of rice plants inoculated with Azospirillum spp.
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Resumo

A fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) é um processo natural, no qual algumas espécies de microrganismos
procariotos convertem o N, atmosférico em formas assimilaveis pelas plantas. Na agricultura, a selecdo de
bactérias com alto potencial para a FBN tem contribuido para a diminui¢do dos custos de producdo, por
meio da utilizacdo em menor escala de fertilizantes nitrogenados, além de propiciar melhorias na qualidade
ambiental. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo de Azospirillum spp.
no acumulo de biomassa em arroz de terras altas, cultivado sob condi¢gdes gnotobidticas. Foram utilizadas
trés cultivares de arroz: Jatoba, Monarca e Sertaneja, indicadas para o plantio em terras altas. O experimento
foi conduzido em tubos de ensaio contendo solug¢do de Hoagland, sob delineamento inteiramente casuali-
zado, com quatorze isolados de Azospirillum spp., além da testemunha sem inoculacido e quatro repeticoes.
Os resultados mostraram que houve resposta positiva a inoculagdo, principalmente nas cultivares Monarca
e Jatob4, as quais apresentaram aumentos expressivos na massa fresca das plantas de até 33% na cultivar
Monarca, com as estirpes AZ2 e AZ4, e acima de 100% para a cultivar Jatoba nos tratamentos com as estirpes
AZ12 e AZ13. Essas cultivares também apresentaram diferencas no comprimento radicular, destacando as
estirpes AZ6 e AZ8 que proporcionaram aumentos de 15% na cultivar Jatoba e de 24% na cultivar Monarca.
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Abstract

Dessa forma, os estudos devem ser intensificados, com a perspectiva de produgdo de um inoculante bioldgi-
co, eficaz na reducdo de fertilizantes nitrogenados aplicados na cultura do arroz.

Palavras-chave: Bactérias diazotroéficas. Inoculante biolégico. Oryza sativa.

The biological nitrogen fixation (BNF) is a natural process in which some species of prokaryotic microorgan-
isms convert atmospheric N in forms assimilable by plants. In agriculture, the selection of bacteria with high
potential for BNF have contributed to the decrease of production costs by using smaller scale nitrogenous
fertilizer, as well as providing improvements of environmental quality. The purpose of this study was to evalu-
ate the effect of Azospirillum spp. inoculation on the accumulation of biomass in upland rice cultivated under
gnotobiotics conditions. Three rice cultivars were used: Jatobd, Monarca and Sertaneja. The experiment was
conducted in test tubes containing Hoagland solution, under a randomized design, with fourteen isolates of
Azospirillum spp., and the control without inoculation and four replications. The results presented positive re-
sponse to inoculation, mainly in the Jatoba and Monarca cultivars, which showed significant increases in plant
fresh weight up to 33% in the Monarca cultivar, with the strains AZ2 and AZ4, and above 100% for the Jatoba
cultivar in treatments with strains AZ12 and AZ13. These cultivars also presented differences of root length,
highlighting the strains AZ6 and AZ8 which represents an increase of 15% of the Jatoba cultivar and 24% of the
Monarca cultivar. Studies should be intensified with the prospect of producing a biological inoculant, effective
in reducing nitrogen fertilizer applied in rice crop.

Keywords: Diazotrophic bacteria. Biological inoculant. Oryza sativa.

Introducao

O crescimento da populacdao mundial tem gera-
do grande demanda para a producao de alimentos,
na qual o arroz apresenta posicdo de destaque, por
estar presente na mesa de milhares de pessoas. No
Brasil, o arroz é um cereal que faz parte da dieta ba-
sica das familias, além de ser fonte de renda para os
produtores, principalmente no Cerrado, onde a con-
tribuicdo na producdo desse grao gira em torno de
30% (OLIVEIRA et al., 2002).

De acordo com Terres et al. (2004), a ampla
adaptabilidade do arroz, aliada a sua habilidade de
ser cultivado nas mais diversas regides e ao conti-
nuado esforco da pesquisa em todo o mundo, asse-
gura que o seu grdo permanega sendo o mais im-
portante produto de consumo pelo homem. Nesse
sentido, pesquisadores da area de melhoramento
genético de plantas tém desenvolvido cultivares
de arroz com alto rendimento, o que resulta ndo
apenas em aumento substancial na produc¢do de
grdos, mas também na quantidade de nitrogénio
aplicado.

Na agricultura moderna, os fertilizantes nitro-
genados sdo responsaveis pelo uso de aproxima-
damente um ter¢co de toda a energia consumida,
gerando custos cada vez mais elevados para os agri-
cultores (GLIESSMAN, 2000), o que faz com que a
necessidade de adubacgdo nitrogenada sem perdas
para o ambiente, o custo elevado de produgdo ba-
seado em fertilizantes quimicos e os custos de apli-
cacdo de nitrogénio sejam fatores que justifiquem
a conducdo de pesquisas com o objetivo de utilizar
bactérias capazes de fixar nitrogénio, reduzindo as-
sim as perdas e aumentando a produtividade de for-
ma sustentavel (LADHA; REDDY, 2003).

Bactérias diazotréficas endofiticas do géne-
ro Azospirillum podem se associar com diversas
gramineas, inclusive o arroz, pois, além de fixa-
rem nitrogénio, podem auxiliar o crescimento ra-
dicular, através da producdo de fitormonios, e
com isso aumentar a densidade e o crescimento
de raizes laterais, assim como a sua area superfi-
cial, o que contribui para a producdo desse cereal
(OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994; RADWAN;
MOHAMED; REIS, 2005).
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Nesse trabalho, a hipdtese cientifica testada foi
que a selecdo de bactérias diazotroéficas podera con-
tribuir para a diminuicdo na aplicacdo de fertilizan-
tes nitrogenados aplicados em lavouras de arroz de
terras altas, cultivadas no estado de Mato Grosso.

Tendo em vista os aspectos mencionados, objeti-
vou-se avaliar o efeito da inoculagdo de estirpes de
Azospirillum spp. no crescimento inicial de arroz de
terras altas, cultivado sob condigdes gnotobiéticas.

Materiais e métodos

0 experimento foi conduzido no laboraté-
rio de Solos e Produc¢do Vegetal da Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Universitario de
Rondonoépolis (MT). Foram utilizadas trés cultiva-
res de arroz (Jatoba, Monarca e Sertaneja), indica-
das para o cultivo em terras altas.

Para o isolamento das bactérias diazotroéficas, fo-
ram coletadas amostras de raizes e parte aérea das
cultivares de arroz, seguindo a metodologia descrita
por Dobereiner et al. (1995). De cada cultivar, foram
pesados 10 g de raizes e parte aérea (folha e colmo),
lavados com agua destilada, cortados em pequenos
pedacgos e, em seguida, macerados em um liquidifi-
cador com 90 mL de solugdo salina. Logo apds, foi
retirado 1 mL da solucdo para a realizacdo das di-
luigdes seriadas (102 a 10°) em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucdo salina. Em seguida, uma
aliquota de 0,1 mL foi inoculada em frascos com ca-
pacidade para 10 mL, contendo 5 mL do meio de
cultura NFb (semisseletivo para Azospirillum spp.).
Os frascos foram incubados a 30 2C por um perio-
do de sete dias para o desenvolvimento de uma pe-
licula em forma de véu ou espessa na subsuperficie
do meio, caracteristica dos microrganismos diazo-
tréficos microaerofilicos. O calculo para a determi-
nacdo do numero de bactérias foi feito utilizando-
-se a tabela de Mc Crady (DOBEREINER; BALDANI;
BALDAN], 1995) para trés dilui¢oes.

Foram isoladas quatorze estirpes de Azospirillum
spp., e utilizadas no experimento de inocula¢do sob
condicdes gnotobidticas. Apds esta etapa, as estir-
pes foram multiplicadas em meio Dygs (composicao
por litro: 2,0 g de acido malico; 2,0 g de glucose; 1,5
g de peptona bacterioldgica; 2,0 g de extrato de le-
vedura; 0,5 g de K;HPO,, 0,5 g de MgS04.7H,0; 1,5 g
de acido glutamico, com pH ajustado para 6,5) por
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um periodo de 24h. Uma aliquota de 1 mL com 10?8
células mL* foi retirada e inoculada em tubos de en-
saio, contendo 15 mL de solu¢do de Hoagland, aga-
rizada a 6%.

As sementes das cultivares foram descascadas
e desinfestadas de acordo com Drechsel e Baldani
(2006) e Baldani, Baldani e Dobereiner (2000). Em
seguida, colocadas em placas contendo agar-agua a
3%, a uma temperatura de 26 2C até a emergéncia
das plantulas, as quais foram transplantadas para
os tubos de ensaio contendo a solucdo de Hoagland
e previamente inoculados.

O experimento foi mantido em cimara de germi-
nacao com temperatura ajustada para 30 °C e foto-
periodo de 11 horas.

O delineamento foi inteiramente casualizado,
com trés cultivares, 14 isolados de bactérias diazo-
tréficas, além da testemunha sem inoculagdo, e qua-
tro repeticdes. Apds 25 dias, foi realizada a coleta
das plantas, avaliando-se a massa fresca total (raiz
e parte aérea) e o comprimento radicular. A anali-
se dos dados obtidos foi feita através do programa
estatistico Sisvar. Os efeitos dos tratamentos foram
verificados pelo teste F. Para a comparacdo das mé-
dias, utilizou-se o teste Scott-Knott (P < 0,05).

Resultados

As andlises dos resultados demonstraram que a
inoculacdo das bactérias diazotréficas sobre o de-
senvolvimento de arroz em condi¢des gnotobidticas
apresentou respostas positivas, apenas nas cultiva-
res Jatoba e Monarca, com incrementos na massa
fresca e no comprimento radicular.

Na cultivar Jatoba, entre as estirpes de
Azospirillum spp. testadas, destacaram-se AZ04,
AZ11, AZ12, AZ13 e AZ15, ja que apresentaram
maior incremento de massa fresca, sendo este supe-
rior a 100%, quando comparado com a testemunha
sem inoculagdo. As demais estirpes apresentaram
incrementos inferiores a 100%, porém estatistica-
mente superiores a testemunha (Tabela 1).

Para a cultivar Monarca, incrementos de massa
fresca de até 33% foram observados nos tratamen-
tos que continham as estirpes AZ02 e AZ04. Os trata-
mentos com as estirpes AZ07,AZ11 e AZ15 demons-
traram crescimento inferior a testemunha. J4 na
cultivar Sertaneja, ndo foram observadas diferencas
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significativas, porém, aumentos de 5% nessa varia-
vel foram encontrados naqueles tratamentos com as
estirpes AZ03, AZ05 e AZ13 (Tabela 1).

Tabela 1 - Massa fresca (g tubo™) de plantas de arroz de
terras altas inoculadas com estirpes de Azospirillum spp.

Tratamentos Cultivar

Sertaneja Monarca Jatoba
Testemunha 0,19 aB 0,19 aB 0,07 aA
Az 01 0,19 aB 0,19 aB 0,12 bA
Az 02 0,15 aA 0,24 bB 0,11 bA
Az 03 0,20 aB 0,20 bB 0,15 cA
Az 04 0,19 aA 0,23 bB 0,16 cA
Az 05 0,20 aB 0,20 bB 0,13 bA
Az 06 0,19 aB 0,22 bB 0,14 bA
Az 07 0,19 aA 0,18 aA 0,15 cA
Az 08 0,14 aA 0,20 aB 0,11 bA
Az 09 0,16 aA 0,21 bB 0,13 bA
Az 11 0,17 aA 0,16 aA 0,18 cA
Az12 0,19 aA 0,20 aA 0,20 cA
Az 13 0,20 aA 0,20 bA 0,19 cA
Az 14 0,17 aA 0,21 bB 0,15 cA
Az 15 0,16 aA 0,18 aA 0,16 cA

Nota: Médias sequidas pela mesma letra mindscula na vertical e maidscula na
horizontal, nao diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
-Knott.

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo a variavel comprimento radicular,
diferencas significativas foram observadas entre
as cultivares e entre tratamentos. Os tratamentos
com as estirpes AZ05 e AZ06 proporcionaram in-
crementos de 14% e 14,8% na cultivar Jatoba, res-
pectivamente. Efeito deletério foi observado para os
tratamentos AZ02, AZ03, AZ07, AZ08, AZ09, AZ12
e AZ14, os quais apresentaram valores inferiores
a testemunha, cujas plantas ndo foram inoculadas
(Tabela 2).

Quanto as cultivares Monarca e Sertaneja, a es-
tirpe AZ08 contribuiu com até 24,7% no compri-
mento radicular para a cultivar Monarca, com efei-
to negativo observado nos tratamentos com AZ13
e AZ14. Todos os tratamentos de inoculagdo apre-
sentaram valores inferiores a testemunha na culti-
var Sertaneja (Tabela 2).

Tabela 2 - Comprimento radicular (cm) de plantas de arroz
de terras altas inoculadas com estirpes de Azospirillum

Spp.

Tratamento Cultivar

Sertaneja Monarca Jatoba
Testemunha 10,70 bB 10,02 aB 8,62 aA
Az 01 9,62 bA 10,87 bB 9,47 bA
Az 02 8,87 bA 10,87 bB 8,02 aA
Az 03 9,25 bB 11,750 bC 7,67 aA
Az 04 10,12 bB 11,42 bB 8,20 aA
Az 05 7,70 aA 10,92 bB 9,82 bB
Az 06 10,32 bA 10,75 bA 9,92 bA
Az 07 8,75 bA 11,82 bB 7,75 aA
Az 08 9,70 bA 12,47 bC 8,57 aA
Az 09 9,72 bB 10,42 aB 8,10 aA
Az 11 8,87 bA 11,55 bB 9,12 bA
Az12 8,70 bA 11,12 bB 8,30 aA
Az 13 10,17 bA 9,75 aA 8,82 aA
Az 14 9,27 bA 9,07 aA 8,47 aA
Az 15 6,57 aA 10,0 aB 9,82 bB

Nota: Médias sequidas pela mesma letra mindscula na vertical e
maiuscula na horizontal, nao diferem entre si,a 5% de probabilida-
de, pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Dados da pesquisa.

Discussao

A fixacdo biologica de nitrogénio em plan-
tas ndo leguminosas vem sendo foco de intime-
ros estudos, e seus efeitos, quer sejam por meio
da disponibilizacdo do nitrogénio ou da promo-
¢do do crescimento de plantas através da produ-
¢do de fito-hormonios, tém apresentado respos-
tas bastante promissoras (BALDANI; BALDANI;
DOBEREINER, 2000; GUIMARAES et al, 2007;
GUIMARAES et al., 2010; FERREIRA; GUIMARAES;
BALDANI, 2011; RADWAN; MOHAMED; REIS,
2004).

Nesse trabalho, os resultados demonstraram
que a inoculagdo das estirpes de Azospirillum po-
dem trazer beneficios as plantas de arroz, princi-
palmente nas cultivares Jatoba e Monarca, as quais
obtiveram incrementos na massa fresca e no com-
primento radicular das plantas.
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No estudo conduzido por Guimaraes et al.
(2007), em experimentos de inoculagdo com
plantas de arroz sob condi¢cdes gnotobidticas,
foram observadas varia¢des no ganho de massa
seca entre as estirpes testadas, indicando eficién-
cia variavel das estirpes na associagdo com plan-
tas de arroz. Esses resultados corroboram os en-
contrados no presente trabalho, uma vez que as
estirpes ndo mantiveram a mesma eficiéncia para
as trés cultivares.

Efeitos similares foram observados em estu-
dos de Perin et al. (2003), nos quais plantas de
arroz inoculadas com estirpes de Azospirillum,
crescidas sob condi¢des controladas e em solugdo
nutritiva, ndo apresentaram resposta significativa
a inoculagdo. Estes autores também observaram
que em condic¢des similares, porém na cultura do
milho, todas as bactérias inoculadas promove-
ram aumento de massa radicular em comparagao
a testemunha nao inoculada, aos seis e quatorze
dias apo6s a inoculagdo, com aumentos variando
entre 195% e 252%. J4 o acimulo de massa fres-
ca foi de até 38%.

Ainda de acordo com o relato dos autores, o
melhor desenvolvimento das plantas de milho
comparado as plantas de arroz esta relaciona-
do ao fornecimento de metabélitos, que auxiliam
na capacidade de fixar biologicamente o N, at-
mosférico e/ou producdo de hormonios de cres-
cimento, ja que a planta, em ensaios conduzidos
em substrato estéril e pobre nutricionalmen-
te, s6 dispde das reservas da semente para seu
desenvolvimento.

De acordo com Radwan, Mohamed e Reis
(2004), estirpes de Azospirillum podem produ-
zir diferentes quantidades de compostos indoli-
cos, com destaque para o Azospirillum brasilense.
Estes compostos tém a capacidade de estimular,
por exemplo, o crescimento radicular das plantas.
Ainda segundo os autores, outros géneros tam-
bém estdo relacionados com a producdo desses
horménios, como, por exemplo, o Herbaspirillum
seropedicae.

As respostas a inoculagdo vao além do acumulo
de biomassa e até mesmo da producido de grios.
Didonet, Martin-Didonet e Gomes (2003) avalia-
ram dez linhagens de arroz sob inoculagdo com
Azospirillum spp. e verificaram que houve au-
mento no comprimento das raizes em relagio
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ao tratamento-controle, com melhor desenvolvi-
mento das plantas. Esse fato pode estar relacio-
nado ao aumento do nimero de pelos radiculares,
responsaveis pela absorcao de dgua e nutrientes
(PAZOS; HERNANDEZ, 2001).

Baldani, Baldani e Dobereiner (2000) também
estudaram o efeito da inoculagdo de bactérias dia-
zotroéficas em plantas de arroz, sob condi¢des gno-
tobidticas. Esses autores utilizaram como trata-
mentos de inoculacdo, estirpes pertencentes aos
géneros Herbaspirillum e Burkholderia, e verifica-
ram que os incrementos de massa fresca oriundos
dos tratamentos de inocula¢do foram superiores a
100%, quando comparados a testemunha.

E importante ressaltar que nas condigdes
testadas, ndo foi possivel observar uma estirpe
que apresentasse elevada eficiéncia para as trés
cultivares, ratificando que a selecdo de estirpes
compotencialde FBN develevarem consideracdoa
interacao entre a bactéria diazotrofica e a cultivar
em estudo (BALDANI; BALDANI; DOBEREINER,
2000; GUIMARAES; BALDANI; BALDANI, 2003).

Assim, ensaios utilizando diferentes substra-
tos devem ser conduzidos (sob condi¢des de casa
de vegetacdo e campo), de forma a confirmar os
efeitos oriundos da inoculagao de bactérias dia-
zotroficas em arroz de terras altas, para que se
possa selecionar estirpes mais eficientes quanto
a FBN e a possivel produgdo de inoculante biol6-
gico capaz de suprir, total ou parcialmente, a de-
manda do arroz por esse nutriente.

Conclusoes

As cultivares Jatoba e Monarca apresentaram
resposta positiva a inoculacdo de Azospirillum
spp., nas condicdes testadas, com incrementos de
massa fresca e comprimento radicular.

Niao houve beneficios da inoculagcdo de
Azospirillum spp. em plantas de arroz da cultivar
Sertaneja.
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