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RESUMO

A populagéo de bactérias diazotréficas associadas as raizes da
cultura do arroz irrigado tem sido estudada, porém a populacéo destas
bactérias presentes nas folhas e colmos da cultura, os dados sao
praticamente inexistentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
populagdo de bactérias diazotréficas presentes nas folhas e nos
colmos das cultivares de arroz irrigado IRGA-419, moderna, e EEA-
406, tradicional, nas condicdes com e sem adubacéo nitrogenada. As
plantas de arroz irrigado foram cultivadas em vasos na casa de
vegetacdo. Apds 88 dias da semeadura, os colmos e folhas foram
coletados para determinacdo da populagdo de bactérias totais, no
meio de cultura M-R,A, e da populagdo de bactérias diazotréficas, no
meio de cultura NFb. As folhas e colmos apresentaram populagdo de
bactérias diazotréficas numericamente significativas, sendo maior a
populagao no colmo. A populagdo de bactérias diazotréficas do colmo
ndo apresentou variagdo numérica entre as cultivares e nem entre as
doses de nitrogénio avaliadas. Na cultivar moderna IRGA-419, a
populagdo de bactérias diazotréficas das folhas foi reduzida pela
adubacédo nitrogenada, mostrando-se menos numerosa do que a
populagdo de bactérias diazotréficas presente nas folhas da cultivar
tradicional EEA-406.

Palavras-chave: fixagdo biolégica de nitrogénio, bactérias
associativas, cultivares, IRGA-419, EEA-406.

ABSTRACT

The root diazotroph bacteria population associated to the
irrigated rice crop has been studied. However, there are little studies in
the population of these bacteria in plant leaves and stems. The
objective of this work was to study the bacteria population in leaves
and stems of flooded rice plants, in two varieties: a modern (IRGA-
419), and a traditional (EEA-406), with and without mineral nitrogen.
Rice plants were cultivated in greenhouse pots. After 88 days of
seeding, leaves and stems were collected to determine the total
bacteria population in M-R,A medium and the diazotroph bacteria
population in NFb medium. Leaves and stems showed significant
population with highest number in the stems. The diazotroph bacteria
population did not change in number between varieties, as well among
nitrogen levels. In IRGA-419 the diazotroph bacteria population in
leaves was reduced by nitrogen fertilization. This variety showed lower
diazotroph bacteria population levels than the EEA-406 traditional
variety.

Key-words: biological nitrogen fixation, associative bacteria,
cultivars, IRGA-419, EEA-406.

INTRODUCAO
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O cultivo do arroz irrigado € uma atividade de grande
importancia na agricultura mundial. No Brasil, mais de 1,5
milhdes de hectares sdo cultivados anualmente com arroz
irrigado, dos quais mais de um milhdo de hectares estdo no
Estado do Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2007). As principais
caracteristicas da orizicultura gaucha podem ser descritas
como sendo uma situagdo em que aproximadamente 60% dos
agricultores sdo arrendatarios ou parceiros e os custos de
produgdo sdo elevados, especialmente aqueles relacionados
com a terra, agua e adubacdes nitrogenadas (IRGA, 2007).
Devido as caracteristicas morfofisiolégicas das plantas de
arroz irrigado, estas requerem solos planos e mal drenados
para manutencdo da lamina de agua continua durante a maior
parte do ciclo da cultura (PINHEIRO, 1999). Por esta razdo as
lavouras de arroz irrigado localizam-se em solos de varzea
nas margens de rios e lagos. Nestes tipos de solos a
deficiéncia de nitrogénio é a que mais limita a produtividade da
cultura (FAGERIA, 1999).

AplGs o0 reconhecimento de que a capacidade de
resposta ao nitrogénio por parte do arroz irrigado estava
relacionada & baixa estatura e a colmos fortes, foram
realizados cruzamentos utilizando-se cultivares do tipo ando. A
adocdo dessa cultivar em grande escala a partir de 1966
desencadeou o processo da “Revolugdo Verde” (PINHEIRO,
1999). Com isso, a tecnologia produtiva da cultura do arroz
irrigado baseou-se, fundamentalmente, no processo de
melhoramento genético através do desenvolvimento de novas
cultivares, as quais eram mais produtivas e adaptadas a um
intensivo processo de manejo.

Uma preocupacao prioritaria ocorreu no sentido de
desenvolver técnicas de manejo que apresentassem
resultados positivos na producéo e que fossem de resposta
imediata. A preocupacédo com a sustentabilidade da pratica de
manejo e com possiveis prejuizos ocasionados ao ambiente
por estas praticas recebeu uma atencao secundaria.

Hoje, entretanto, existem linhas de pesquisa que
procuram o incremento na producdo da cultura do arroz
irrigado, considerando os efeitos da implantagédo das préticas
de manejo sobre o ambiente e as conseqiéncias futuras que
estas possam ter. A fixacéo bioldgica do nitrogénio (FBN) nos
campos da cultura do arroz irrigado pode ser uma das
melhores alternativas neste sentido. Varios trabalhos ja foram
realizados considerando-se as associagbes entre bactérias
diazotréficas e a cultura do arroz (DOBEREINER, 1966; 1977,
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1992; SANO et al., 1981; APP et al.,, 1986; BHATARAI &
HESS, 1993; VAN et al.,, 2000; RODRIGUES et al., 2000;
REIS JUNIOR et al., 2000). Entretanto, poucos trabalhos
relacionam a presenca destas bactérias na parte aérea da
cultura (WATANABE et al.,, 1979; BARRAQUIO et al., 1997;
ELBETAGY et al., 2001), sendo fundamental determinarmos
sua populacdo para avaliarmos sua importancia para a cultura
do arroz irrigado, bem como suas possiveis contribuigbes.
Assim, este trabalho teve por objetivos: 1) determinar a
populacdo bacteriana total e diazotréfica presente em colmos
e folhas da cultura do arroz irrigado, nas cultivares EEA-406 e
IRGA-419, tradicional e moderna, respectivamente; 2) avaliar
a capacidade de resposta desta populacdo a adubacao
mineral nitrogenada aplicada a cultura.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na casa de vegetacdo do
Departamento de Solos do Centro de Ciéncias Rurais na
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria
- RS. O experimento constitui-se de um fatorial completo 2x2,
com duas cultivares de arroz (EEA-406 e a IRGA-419) e duas
doses de nitrogénio (0 e 90 Kg de N ha'l). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco repeticBes. O solo do experimento foi coletado em area
de varzea, na profundidade de 0-20 cm, seco ao ar, peneirado
em malha 2 mm e pertencia & Unidade de Mapeamento
Vacacai, classificado como um Planossolo Hidromorfico
eutréfico arénico (STRECK et al.,, 2002). As unidades
experimentais constituiram-se de vasos plasticos, onde foram
acondicionados 6,45 kg de solo, fertilizado com 1 dose e %
dos nutrientes fosforo (equivalente a 142,3 kg ha® de
superfosfato triplo) e potassio (equivalente a 100 kg ha™ de
cloreto de potéassio), de acordo com ARROZ IRRIGADO:
RECOMENDACOES TECNICAS DA PESQUISA PARA O
SUL DO BRASIL (1999). A semeadura do arroz foi feita no dia
25/11/2000, com sementes pré-germinadas. A adubacgéo
nitrogenada, quando realizada, foi dividida em trés aplicacoes:
a primeira, com o equivalente a 10 Kg de N ha, foi realizada
juntamente com a do fésforo e potdssio, no momento do
acondicionamento do solo nas unidades experimentais; as
outras duas aplica¢des,ambas equivalentes a 40 Kg de N ha™,
foram feitas em cobertura aos 38 e 53 dias ap6s a semeadura.

A determinacdo da populacdo de bactérias diazotréficas
em colmos e folhas do arroz irrigado foi realizada apos 88 dias
da semeadura. As plantas foram cortadas rente a superficie do
solo, pesadas, embaladas em sacos plasticos e
imediatamente transportadas, em caixas de isopor ao
Laboratério de Microbiologia do Solo e do Ambiente da UFSM,
onde as determinacBes foram realizadas. As plantas foram
retiradas dos sacos plasticos e, de forma aleatéria, foram
cortados pedacgos de aproximadamente 2 cm tanto das folhas
guanto dos colmos de cada planta avaliada. Para cada cultivar
e dose de nitrogénio testados, foram cortados colmos e folhas
das cinco plantas constituintes de cada uma das repeticdes
determinadas neste experimento

Tanto os colmos quanto as folhas foram cortados até se
obter a quantia de 10 g de peso fresco. Cada pedaco era
imediata e cuidadosamente desinfetado superficialmente com
algoddo embebido em NaOCI 5%, e varias vezes lavado com
agua esterilizada. As 10 g de peso fresco foram colocadas em
gral esterilizado contendo 90 mL de solugdo salina e
maceradas. Desta solugéo procedeu-se uma diluicdo seriada e
inoculagdo no meio de cultura M-R,A sélido (FRIES et al.,
1994), para a obtencdo da populagdo bacteriana total. Este
meio foi utilizado pelo fato dele ndo apresentar restricio

nutricional e exibir a peculiar caracteristica de selecdo da
populacdo de bactérias diazotroficas do género Azoarcus,
como demonstrado por FRIES et al. (1994). Bactérias
pertencentes a este género sdo de dificil obtencdo em meios
de cultura tradicionais para bactérias. Para a determinacdo da
populacdo de bactérias diazotréficas foi utilizado o meio NFb
(DOBEREINER, 1995), considerado seletivo para este grupo
de microrganismos. A analise dos dados foi feita de acordo
com WOOMER (1994), a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bactérias diazotroficas foram encontradas em numero
significativo em colmos da cultura do arroz irrigado. A média
geral foi de 1,28 x 10" bactérias grama'1 (log 7,11), conforme a
Figura 1. Resultados semelhantes foram registrados por
BARRAQUIO et al. (1997) quando determinaram a populagéo
de endofiticos nos colmos da cultura do arroz irrigado e
encontraram popula¢des na ordem de 10* (log 4) a 10° (log 6)
bactérias grama™.

Com relacado as cultivares de arroz e doses de nitrogénio
avaliadas neste trabalho ndo houve diferencas significativas
na populacéo de bactérias diazotréficas presentes nos colmos
da cultura para nenhum dos casos, apesar da tendéncia de
maior nimero de bactérias nos colmos da cultivar IRGA-419.
Estes resultados podem ter ocorrido em funcdo das
populagcdes de diazotréficas dos colmos serem menos
sensiveis a estas caracteristicas do que as populagbes
presentes nas raizes da cultura. Conforme SILVA (2002), as
populacdes bacterianas presentes nas raizes respondem
melhor a variacdo de cultivar de arroz e dose de nitrogénio
utilizadas, diferindo o nivel populacional.

Quanto a populacao de bactérias diazotréficas das folhas
da cultura, os valores encontrados foram na ordem de 10% a
10* bactérias grama™, obtendo-se uma média experimental de
2,95 x 10* bactérias grama de massa fresca™ (log 4,47),
conforme a Figura 2.

Com base nos valores populacionais encontrados
podemos discorrer que tanto os colmos quanto as folhas da
cultura do arroz irrigado constituem-se em um ambiente muito
propicio ao desenvolvimento de populacdes de bactérias
diazotréficas. Os resultados evidenciam a importancia destas
popula¢des nos sistemas de cultivo do arroz irrigado, havendo
a necessidade de, em trabalhos futuros, se identificar estas
populagdes e de se determinar a real contribuicdo das
mesmas para a cultura quanto ao fornecimento de nitrogénio.
GRACIOLLI et al.(1993), isolaram bactérias diazotréficas do
interior dos caules e folhas de outra graminea, a cana-de-
acUcar e encontraram populacdes na ordem de 10° bactérias
por grama de colmo e folha fresca com caracteristicas muito
interessantes. Cerca de 43% das bactérias oriundas das
folhas e 100% da populagdo bacteriana dos colmos
apresentaram resultados positivos ao teste de Reducdo do
Acetileno, o qual evidencia a presen¢a de um sistema ativo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (GROFFMAN et al., 2006).

Com relacédo a adubacéo nitrogenada da cultura do arroz
irrigado, as populacdes de bactérias diazotréficas das folhas
mostraram-se sensiveis na cultivar moderna IRGA-419,
reduzindo significativamente sua quantidade quando sob
adubacéo, o que ja € comprovado para 0 caso das raizes de
algumas gramineas (PEREIRA et al., 1979; DONZELI et al.,
2000). Estes resultados podem ser atribuidos a inibicédo
exercida pelo nitrogénio mineral sobre as bactérias fixadoras,
que pode ocorrer em fungdo do processo de fixacao biologica
de nitrogénio ser altamente oneroso para a célula bacteriana.
Com nitrogénio disponivel na forma mineral, o complexo da
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nitrogenase ndo é sintetizado e elas passam a utilizar o
nitrogénio disponivel. Além disso, é importante salientar que a
capacidade competitiva das bactérias diazotréficas com outras
€ alta somente quando as condigbes sao de baixa
disponibilidade de nitrogénio no ambiente. No entanto, a
populacdo de bactérias diazotréficas € facilmente suplantada

8 - A

Log N® bactérias diazotroficasig massa fresca
F
1

por outras populagbes bacterianas, que em geral tornam-se
dominantes, quando o nitrogénio encontra-se disponivel
(SYLVIA et al., 1998). Na cultivar tradicional, EEA-406, ndo
houve variacdo significativa das populacdes diazotréficas
quanto ao fator adubacéo nitrogenada.

BCOLMOS - CIN
A LICOLMOS - SIN

IRGA-419

EEA-106

Figura 1 - Bactérias diazotréficas nos colmos da cultura do arroz irrigado, cultivares IRGA-419 e EEA-406, sem (S/N) e com (C/N)
adubacgéo nitrogenada (0 e 90 Kg de N ha'l). Cultivares seguidas pela mesma letra, dentro de cada adubacéo
nitrogenada, nao diferem entre si (p = 0,05), com base no fator de confian¢a 3,30 (WOOMER, 1994).
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Figura 2 - Bactérias diazotréficas nas folhas da cultura do arroz irrigado, cultivares IRGA-419 e EEA-406, sem (S/N) e com (C/N)
adubacéo nitrogenada (0 e 90 Kg de N ha'l). Niveis de adubacéo seguidos pela mesma letra minascula dentro de cada
cultivar e cultivares, seguidas pela mesma letra mailuscula dentro de cada nivel de adubacao nitrogenada, nao diferem
entre si (p = 0,05), com base no fator de confianga 3,30 (WOOMER, 1994).

Quanto as cultivares avaliadas neste experimento,
diferencas significativas entre ambas, em relagdo a populagao
de bactérias diazotréficas, foram registradas na fracao folhas,
quando a cultura do arroz recebeu adubacdo nitrogenada.
Populagdes significativamente menos numerosas foram
encontradas na cultivar IRGA-419 em relagéo a cultivar EEA-
406. Esta observagdo comprova a hip6tese de que as
cultivares modernas de arroz irrigado, melhoradas com base
no nivel de resposta as adubagbes nitrogenadas,
apresentariam populacdes de bactérias diazotréficas menores
do que as cultivares tradicionais. Reafirma, também, a

hipétese levantada por GUIMARAES et al. (2000) de que
existe uma especificidade entre as bactérias fixadoras de
nitrogénio e a planta hospedeira.

Entre as fragcbes analisadas, houve populagbes de
bactérias diazotréficas significativamente mais numerosas no
colmo em relacgao as folhas (Figura 3).

Corroborando com os dados aqui encontrados, MARIANO
(2001) sugere que as populagdes de bactérias endofiticas
geralmente decrescem da parte aérea em direcdo as raizes
das plantas. Os colmos da cultura do arroz irrigado
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mostraram-se um ambiente mais favoravel ao
desenvolvimento das populagdes diazotréficas.

Quanto as populacdes bacterianas totais da parte aérea
da cultura do arroz irrigado, os valores ficaram em torno de 10’

(log 8) bactérias grama’l, para a fracdo colmos e 10* (log 5)

bactérias grama'l, para a fracdo folhas. Nao foram registradas
diferencas significativas entre as populagdes bacterianas totais
nem quanto as cultivares, nem as doses de nitrogénio
avaliadas neste experimento (Figura 4).

BFOLHAS-CHN
OFOLHAS- 5/N
BCOLMOS-CHN
BCOLMOS- SiH

Log N° bactérias diazotraficas/g massa fresca

IRGA 419

EEA-106

Figura 3 - Numero de bactérias diazotroficas nas folhas e colmos da cultura do arroz irrigado, cultivares IRGA-419 e EEA-406, sem
(S/N) e com (C/N) adubagédo nitrogenada (0 e 90 Kg de N ha'l). FracBes seguidas pela mesma letra dentro de cada
cultivar, e dentro de cada nivel de adubacao nitrogenada, nédo diferem entre si (p = 0,05), com base no fator de confianga

3,30 (WOOMER, 1994).

Log N® hactérias totais/y massa fresca
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Figura 4 - Numero mais provavel (NMP) de bactérias totais nos colmos e nas folhas da cultura do arroz irrigado, cultivares IRGA-
419 e EEA-406, com e sem adubacéo nitrogenada (0 e 90 Kg de N ha’l). * Niveis de adubagéo nitrogenada seguidos
pela mesma letra dentro de cada fragéo, para cada cultivar, ndo diferem significativamente pelo Teste F (p = 0,05).

Por outro lado, da mesma forma que houve diferenca
significativa entre as populacdes de bactérias diazotréficas das
folhas e colmos, também houve para as populagbes
bacterianas totais nestas mesmas fra¢des, provavelmente por
razBes semelhantes aquelas explicadas para as populacdes
de bactérias diazotréficas (Figura 5).

Os dados sobre as populagdes bacterianas totais das
folnas e colmos do arroz podem indicar a relevancia da
populacao fixadora de nitrogénio em termos numéricos, numa
comparacdo entre ambas, revelando se esta populacdo é
numericamente significativa ou ndo. Quanto a este aspecto, 0s
dados encontrados (Figura 6) mostram populacbes de
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bactérias diazotréficas correspondendo a valores préximos a
100% da populagéo de bactérias totais dos colmos e folhas do
arroz irrigado. Pode-se avaliar estes resultados de duas
formas: 1) a populacdo de bactérias totais ndo foi
representada de forma satisfatéria no meio de cultura utilizado,

Log N° bactérias totais/y massa fresca
o

IRGA - 419

necessitando de meios especificos para o levantamento desta
populacdo; ou 2) a populagdo de bactérias diazotréficas
constitui realmente a maior parte da populagdo bacteriana
total.

a LIFOLHAS
ECOLMOS

EEA - 406

Figura 5 - Numero mais provavel (NMP) de bactérias totais nos colmos e nas folhas da cultura do arroz irrigado, cultivares
IRGA-419 e EEA-406.*Fracbes seguidas pela mesma letra dentro de cada cultivar, ndo diferem

significativamente pelo Teste F (p = 0,05).
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Porcentagem de bactérias diazotroficas
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Figura 6 - Porcentagem do nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas em relacdo as bactérias totais (100%) nas
folhas e nos colmos da cultura do arroz irrigado, cultivares IRGA-419 e EEA-406.

Independentemente dos aspectos levantados para
justificar os valores da porcentagem de bactérias diazotréficas
em relagdo as bactérias totais, a populacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio encontrada neste experimento é
significativa. A partir daqui seria fundamental uma
caracterizacéo morfofisiolégica desta populacgéo,
especialmente das diazotroficas endofiticas, ja que estas, em
geral, apresentam uma maior eficiéncia no desempenho do
processo de FBN. Com isso seria possivel avaliar o papel de

cada espécie e se determinar a real importancia destas
populacdes bacterianas para a cultura do arroz irrigado.

CONCLUSOES

As folhas e os colmos das cultivares de arroz irrigado
EEA- 406 e IRGA -419 apresentaram populagfes de bactérias
diazotréficas numericamente significativas.

A populagdo de bactérias diazotréficas dos colmos do
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arroz irrigado é significativamente maior do que a encontrada
nas folhas da cultura.

A populacéo de bactérias totais das folhas e dos colmos
do arroz irrigado € constituida em grande parte por bactérias
diazotroficas.

A populacdo de bactérias diazotroficas do colmo néo
apresentou variagdo numeérica entre as cultivares EEA- 406 e
IRGA -419, e nem entre as doses de nitrogénio avaliadas.

Na cultivar moderna IRGA-419, a populagdo de bactérias
diazotréficas das folhas foi reduzida pela adubacao
nitrogenada, mostrando-se menos numerosa do que a
populacdo de bactérias diazotréficas presentes nas folhas da
cultivar tradicional EEA-406.
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