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RIZOBIOS EFICIENTES EM LOTUS E PROMOTORES DE CRESCIMENTO
EM ARROZ IRRIGADO'

Autor: Benjamin Dias Osorio Filho

Orientador: Prof. Enilson Luiz Saccol de Sa

RESUMO

Em éareas de varzeas, os rizébios podem formar ndédulos em leguminosas
hibernais, adaptadas a condi¢cdes de estresse hidrico, fixar nitrogénio, e
colonizar as plantas de arroz, em sistema de rotagdo. Recentes estudos tém
mostrado que os rizdbios podem colonizar raizes, caules e folhas de
gramineas, como o arroz, promovendo o crescimento da planta. A producao de
fito-horménios, principalmente acido indol acético (AlA), é possivelmente o
principal mecanismo de promogado de crescimento de arroz por rizébios. Os
objetivos deste trabalho foram estudar a resisténcia da simbiose entre rizbios
e Lotus a alagamento e deficiéncia hidrica; verificar a resposta de diferentes
cultivares de arroz a inoculacdao com rizdbios; avaliar a interagcdo entre a
adubacao nitrogenada e a promocao de crescimento por rizobios em arroz;
estudar o padrdo de colonizagcdo de plantas de arroz e leguminosas por
rizobios e estudar geneticamente a biossintese de auxinas por rizébios. Foram
realizados varios experimentos, em casa de vegetacdo e em laboratério, com
plantas das espécies de leguminosas L. corniculatus (variedade Sao Gabriel) e
L.uliginosus (variedade Maku) e com plantas arroz, inoculadas com diferentes
rizobios. As plantas de L.uliginosus toleraram o alagamento, mostrando
potencial para utilizacdo em areas de varzea, em rotacdo com arroz. Entre as
cultivares de arroz testadas, IRGA 424 mostrou-se mais responsiva a
inoculagcado com rizdbios. A inoculagdo estimulou o crescimento das plantas e
este incremento foi proporcional as doses de nitrogénio aplicado. Além disso, a
inoculagdo com rizdbios permitiu maior eficiéncia no uso do nitrogénio
absorvido do solo. A marcagao dos rizébios com o gene Gus permitiu confirmar
a colonizagao em arroz. Os rizébios testados sao capazes de produzir AlA e ha
indicios de que a biosintese ocorra pela rota do indol-3-acetonitrilo (IAN).

' Tese de doutorado em Ciéncia do Solo. Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia do Solo,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (97 p.)
Novembro, 2009. Trabalho realizado com apoio financeiro da Capes e do CNPq.
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EFFICIENCY OF RHIZOBIA IN LOTUS AND IN PROMOTION OF GROWTH
IN RICE?

Author: Benjamin Dias Osorio Filho

Adviser: Prof. Dr. Enilson Luiz Saccol de Sa

ABSTRACT

In lowland areas, the rhizobia can form nodules in legumes, when adapted to
conditions of water stress, fix nitrogen and colonize the rice plants in rotation.
Recent studies have shown that rhizobia can colonize roots, stems and leaves
of grasses, such as rice, promoting plant growth. The production of phyto-
hormones, mainly indole acetic acid (IAA) is possibly the main mechanism of
growth promotion of rice by rhizobia. The objectives were to study the
resistance of the symbiosis between rhizobia and Lotus to flooding and drought;
check the response of different rice cultivars to inoculation with rhizobia and to
evaluate the interaction between nitrogen and the promotion of growth by
indigenous rice; to study the colonization pattern of rice plants by rhizobia and
legumes and to study genetically the biosynthesis of auxin by rhizobia. Several
experiments were conducted in the greenhouse and laboratory, with plants of
the legume species L. corniculatus (var. Sao Gabriel) and L.uliginosus (var.
Maku) and rice plants inoculated with different rhizobia. L.uliginosus plants
tolerate flooding, showing potential for their use in floodplain areas, in rotation
with rice. Among the rice cultivars tested, IRGA424 proved to be more
responsive to inoculation with rhizobia. Inoculation with rhizobia tested
stimulated the growth of plants, and this increase was proportional to the doses
of nitrogen applied. Furthermore, inoculation with rhizobia allowed more efficient
use of nitrogen absorbed from the soil. The marking of rhizobia with the Gus
gene, confirmed the colonization of rice. The rhizobia tested are able to produce
IAA, and there is evidence that the biosynthesis occurs by the route of indole-3-
acetonitrile (IAN).

2 Doctoral thesis in Soil Science. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia do Solo, Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (p. 97) November,
2009. Work performed with financial support from Capes and CNPq.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os rizbbios sao bactérias conhecidas pelos profissionais das
ciéncias agrarias e biolégicas e por muitos agricultores, devido a capacidade
que estes microrganismos possuem em fixar o nitrogénio atmosférico, quando
em simbiose com plantas da familia das leguminosas. A enzima nitrogenase,
responsavel pela fixagcao do gas nitrogénio (N.) da atmosfera, esta presente em
apenas alguns procariotos, entre eles os rizébios. Gracas a essas bactérias,
culturas agricolas de grande importancia econémica, como a soja, sao
cultivadas no Brasil sem aplicacdo de nenhuma forma de adubacéo
nitrogenada. O uso da inoculacdo com rizdbios, especificos para cada planta,
tem despertado cada vez mais atencdo dos agricultores, pois reduz
consideravelmente os custos de producao devido a reducado e, até mesmo, a
suspensao da aplicagao de adubacao nitrogenada. Outra grande vantagem da
fixacdo biolégica de nitrogénio esta relacionada com a questdo ambiental. A
reducdo da aplicacao de nitrogénio no solo também diminui a poluicdo dos
recursos hidricos, principalmente com nitrato. Além disso, a fabricacdo de
fertilizantes nitrogenados industriais é energeticamente muito dispendiosa, pois
depende da queima de combustiveis fésseis, para a obtencdo de elevadas
pressdes e temperaturas.

O nitrogénio fixado pelas bactérias fara parte de aminoécidos,
proteinas e outros compostos nitrogenados dos vegetais e, uma vez consumido
pelos herbivoros, seguira na cadeia tréfica. A producao animal é, de forma
indireta, beneficiada pela acdo dos microrganismos diazotréficos, entre os
quais se destacam os rizébios. Leguminosas forrageiras sdo importantes fontes
de proteina para os animais, e o nitrogénio destas plantas pode ser totalmente

oriundo da fixagao biolégica, ao invés de aplicacdes de fertilizantes.



Na ultima década, em diferentes partes do mundo, surgiram alguns
estudos mostrando que os rizdbios podem também se associar com plantas de
outras familias, como as gramineas. Neste tipo de associacdo, muitas vezes
endofitica, ndo ha formagao de nodulos nem ocorre a fixacao de nitrogénio,
entretanto, outros mecanismos de promocao de crescimento permitem que a
planta seja estimulada por estas bactérias. Os rizObios sdo capazes de
colonizar a rizosfera da graminea, penetrando por fissuras radiculares,
colonizando o interior da raiz e até mesmo, ascender para a parte aérea das
plantas. No interior dos tecidos, estas bactérias secretam substancias
hormonais, como auxinas, que estimulam o crescimento de raizes, caules e
folhas. Em consequiéncia deste aumento de vigor da planta, sdo verificados
aumentos nas taxas de absor¢cdo de nutrientes, na fotossintese e no
rendimento de gréos.

Entre as gramineas estudadas em relagdo a colonizacdo com
rizobios, o arroz tem recebido muita atencédo. Pesquisas recentes realizadas
com a cultura do arroz irrigado as margens do Rio Nilo, em sistema de rotacao
com trevo branco ha centenas de anos, mostram a colonizacdo de raizes e
parte aérea com Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Durante o inverno este
microrganismo realiza simbiose com plantas de trevo branco, e no verdo passa
a viver endofiticamente no arroz. Essa colonizacdo promove beneficios ao
arroz, como aumentos de producdo de matéria seca, produgcdo de graos e
maior eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes do solo, além de aumentar a
quantidade total de proteina no grao.

No Estado do Rio Grande do Sul, a cultura do arroz irrigado ocupa
aproximadamente um milhdo de hectares, o que corresponde a mais de 70%
da éarea cultivada com arroz no Brasil. As areas de varzeas, onde o arroz
irrigado € cultivado, concentram-se na metade sul deste Estado, regido de
grande importancia, também, na produgdo de carne bovina e ovina. Nessas
areas de varzeas, a utilizacao de rizdbios pode trazer beneficios tanto para a
cultura do arroz quanto para a producao de forrageiras, uma vez que a rotacao
entre essas duas atividades é muito comum. A utilizacdo de plantas
leguminosas forrageiras, apresentando eficiente simbiose com rizébios
aumentaria a producao de forragem no inverno e disponibilizaria nitrogénio

para a cultura do arroz em sucessao. Os rizobios da simbiose com a forrageira



permaneceriam no solo, colonizando as plantas de arroz e beneficiando
diretamente a cultura, pela promoc¢éo de crescimento.

Para que essa integracdo entre lavoura e pecuéria tenha éxito,
alguns estudos necessitam ser realizados. Leguminosas forrageiras precisam
ser testadas quanto a sua capacidade de resistir a periodos de alagamento,
muito comuns em areas de varzea durante o inverno, que é bastante chuvoso
no Rio Grande do Sul. Algumas espécies do género Lotus resistem ao cultivo
em areas com alagamento e merecem um estudo mais criterioso. O rizébio
eficiente para a simbiose com essa planta de Lotus, em situacdo de estresse
hidrico, também precisa apresentar um satisfatério desempenho em estimular o
crescimento das cultivares de arroz mais utilizadas no Estado do Rio Grande
do Sul. Os mecanismos bacterianos que estimulam o crescimento vegetal,
como a producdo de hormdnios, precisam ser mais estudados. Necessita-se
saber quais e em que propor¢cdes estas substancias sdo produzidas e como
atuam no vegetal. Além disso, necessita-se saber também como ocorre a
colonizagao das plantas de arroz pelos rizébios. Obtendo este conhecimento,
sera possivel pensar e desenvolver uma metodologia adequadada e eficiente
para a inoculacdo de rizdbios em lavouras de arroz, bem como desenvolver
produtos inoculantes a base de rizébios promotores de crescimento em arroz
irrigado.

O trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de rizébios em
fixar nitrogénio em simbiose com plantas do género Lotus, em condicoes de
estresse hidrico, e estimular o crescimento de plantas de arroz irrigadas por
inundacdo. Especificamente, os objetivos s&o (a) avaliar a simbiose entre
rizobios e espécies de Lotus sob estresses hidricos; (b) verificar a resposta de
cultivares de arroz a inoculacado com diferentes rizébios; (c) avaliar a interagéo
entre adubacao nitrogenada e promocao de crescimento por rizobios em arroz;
(d) caracterizar genotipicamente o0s rizébios estudados; (e) verificar a
colonizagao das plantas de arroz pelos rizobios, e (f) estudar geneticamente a

biossintese de auxinas por rizobios.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os rizobios e a simbiose com leguminosas

Os rizobios sdo bactérias habitantes do solo, de vida livre, ou
simbiontes com plantas da familia das leguminosas, neste ultimo caso,
realizando a fixacdo biolégica de nitrogénio, em estruturas radiculares
conhecidas como nédulos. Estas bactérias sdao gram-negativas, aerébias
obrigatorias, em forma de bastonetes, ndo formadoras de endosporos, com
tamanho variando entre 0,5-0,9 por 1,2-3,0um. O numero e a posicao de
flagelos dependem do género. Sao bactérias predominantemente
quimiorganotréficas, com excecdo para algumas estirpes de Bradyrhizobium
japonicum, que sao quimiolitotréficas (Somasegaram & Hoben, 1994; Moreira &
Siqueira, 2006).

Com os recentes avancos em biologia molecular e a descoberta de
novas espécies, a taxonomia dos rizobios tem se modificado. Os rizébios foram
inicialmente agrupados no género Rhizobium Frank 1889 (Kuykendall et al,
2005). Atualmente, o termo rizébio é empregado para designar as bactérias
capazes de formar nédulos e realizar a fixacao de nitrogénio em simbiose com
as leguminosas. Alguns autores tratam os rizdbios como bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferas em leguminosas (BFNNL) (Moreira & Siqueira, 2006).
Estes procariotos pertencem ao filo alfa-proteobacteria, a ordem rizobiales, e,
atualmente, se distribuem em sete familias, dez géneros e 49 espécies. A
familia Rhizobiaceae comprende os géneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Allorhizobium. Na familia Bradyrhizobiaceae estdo os géneros Bradyrhizobium
e Blastobacter. As familias Phyllocateriaceae, Xanthobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Methylobacteraceae e Brucelaceae, possuem apenas um
género de BFNNL cada, e compreendem, respectivamente, Mesorhizobium,



Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium e Ochrobactrum. Embora
pertencentes ao filo beta-proteobacteria e a ordem Burkholderiaceae, algumas
espécies do género Bulkholderia e Ralstonia também sao capazes de formar
nédulos em leguminosas e fixar nitrogénio, podendo também ser designadas
como rizébios (Rivas et al., 2002; Wolde-Meskel et al., 2005; Han et al., 2008).

A familia das leguminosas é a terceira maior entre as familias de
plantas produtoras de flores. No Rio Grande do Sul, é a familia com maior
diversidade de espécies (Pereira et al., 1998). Das associacdes entre plantas e
bactérias diazotréficas, a simbiose entre leguminosas e rizébios é a mais
eficiente na fixacdo biolégica de nitrogénio. Dentre as subfamilias de
Leguminosae, a papilionoideae, considerada familia Fabaceae por alguns
autores, representa o grupo mais numeroso € com maior numero de espécies
capazes de formar nédulos. Nesta familia estdo importantes plantas produtoras
de graos para alimentacdo humana e animal, como o feijao (Phaseolus
vulgaris), a ervilha (Pisum sativum) e a soja (Glycine max), para a produgao de
forragem, como a alfafa (Medicago sativa), os cornichées (Lotus spp.) € 0s
trevos (Trifolium spp.), para a produgdo de adubos verdes como a mucuna
(Stizolobium spp.), o guandu (Cajanus cajan) e a ervilhaca (Vicia sativa).
Inimeros outros exemplos podem ser citados e outros tipos de utilizacao
podem ser dados as leguminosas, como producao de madeira, lenha, utilizacéo
como plantas ornamentais, etc.

Os teores de nitrogénio no tecido das leguminosas sdo maiores que
em plantas de outras familias (Moreira & Siqueira, 2006). Uma planta
leguminosa sem associagcdo com rizébios, necessita que o nitrogénio esteja
disponivel no solo. No entanto, quando o rizébio realiza uma simbiose eficiente
com essa planta, o nitrogénio é fornecido pela bactéria suprindo parcial ou
totalmente as demandas da planta. A soja, por exemplo, cuja area de cultivo no
Brasil ultrapassa os 20 milhdes de hectares, quando devidamente inoculada
com estirpes eficientes de Bradyrhizobium, dispensa totalmente o uso de
fertilizantes nitrogenados (Alves et al., 2006), representando grande economia
de recursos e diminuindo o potencial de poluigéao por nitrato.



2.2. A simbiose rizébios / plantas do género Lotus

Os estudos sobre a introducdo de espécies forrageiras tém
destacado nas plantas pertencentes ao género Lotus o potencial forrageiro, a
boa adaptacéo a solos de baixa fertilidade, a capacidade de fixagcdo simbidtica
de nitrogénio e o elevado teor de taninos, que evita a ocorréncia de timpanismo
nos animais (Montes, 1988; Langer, 1990). Dentre as espécies forrageiras do
género Lotus destacam-se L. corniculatus, L. glaber, L. subflorus e L.
uliginosus. No Rio Grande do Sul s&o comercializadas as sementes das
espécies de L. corniculatus e L. uliginosus.

A espécie Lotus corniculatus L. é uma leguminosa forrageira perene
hiberno-primaveril, de origem européia e mediterrdnea (Soster et al., 2004),
com excelente adaptacao no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile, sendo
largamente utilizada. No Rio Grande do Sul, foi desenvolvida uma cultivar
denominada Sao Gabriel, a partir de pesquisas entre 1955 e 1965 na Estacao
Experimental deste municipio (Paim, 1988). Esse cultivar é caracterizado pelo
rapido crescimento inicial, boa produtividade, elevada qualidade de forragem e
boa ressemeadura natural, mas apresentando problemas de persisténcia,
devido ao seu habito de crescimento ereto, ndo suportando pastejo intenso.

A espécie leguminosa de Lotus uliginosus (L. pedunculatus) é uma
planta perene estival, rizomatosa, originaria do Mediterraneo. E mais tolerante
a solos acidos e deficientes em fosforo, com elevada capacidade de
estabelecimento em areas Umidas. Na Nova Zelandia foi desenvolvida a
cultivar tetrapléide Maku, introduzida no sul do Brasil (Paim & Riboldi, 1991). As
plantas da espécie L. uliginosus apresentam tolerdncia a inundacdo, pois
quando em deficiéncia de oxigénio, ativam mecanismos de tolerancia como
formacao de aerénquimas e lenticelas, que permitem as trocas gasosas a partir
das raizes e caules submersos (James & Crawford, 1998; James & Sprent,
1999). Além disso, as plantas de L. uliginosus podem formar nédulos eficientes
na fixacdo de nitrogénio, tanto em raizes submersas, quanto em raizes
adventicias oriundas de hipocétilos ou cales submersos, e a nodulagdo e a
atividade da nitrogenase (estimada pela redugdo de acetileno) em condicbes
de inundacao sao iguais ou até mesmo maiores que em condi¢cdes de umidade
adequada (James & Crawford, 1998).



Quando se deseja a introducgéo e o estabelecimento de leguminosas
em novos ambientes, nem sempre se encontram populacées de rizdbios
efetivas na fixagdo de nitrogénio na microbiota do solo. Para contornar esta
situacdo, utiliza-se a inoculacdo com estirpes de rizébios eficientes,
favorecendo o desenvolvimento e o rendimento das pastagens com
leguminosas. As bactérias capazes de nodular as espécies de Lotus incluem
tanto estirpes dos géneros Mesorhizobium e Bradyrhizobium (Jordan, 1982;
Jarvis et al.,1997).

A variabilidade na simbiose de Lotus com rizobios foi estudada por
Baraibar et al. (1999), que obtiveram 50 isolados de solos uruguaios
demonstrando especificidade para Lotus corniculatus. No Brasil, poucos
trabalhos tém sido realizados visando o isolamento e selecao de estirpes para
plantas do género Lotus. Existe uma caréncia de estirpes recomendadas
eficientes para as plantas desse género. No entanto, trabalhos recentes
isolaram rizobios eficientes para Lotus corniculatus e L. uiliginosus (Frizzo,
2007) e para L. glaber e L. subbiflorus (Foutoura, 2007).

2.3. Rizébios como organismos promotores de crescimento de
plantas

Os modos de acao dos organismos promotores de crescimento
podem ser classificados em quatro grandes grupos: (I) aumento da
disponibilidade de nitrogénio através da fixacdo bioldgica, (lI) aumento da
disponibilidade de fosforo, ferro e enxofre para a planta hospedeira, (lll)
producéo de fito-horménios, (IV) estimulo as interagdes da planta com outros
microrganismos promotores de crescimento (Banerjee et al., 2006). Outros
autores (Dobbelaere et al., 2003) também classificam os modos de acao dos
organismos promotores de crescimento, como (a) fixacdo de nitrogénio, (b)
producdo de substancias promotoras de crescimento, (c) sintese de enzimas
moduladoras do crescimento, (d) aumento na absorcdo de nutrientes, (e)
aumento na resisténcia ao estresse, (f) solubilizacdo de fosfatos, (g) producao
de vitaminas, (h) aumento na agregacéao do solo, (i) biocontrole, (j) interacdes
com outros microrganismos.

Além de realizarem a bem elucidada fixacao bioldgica de nitrogénio

os rizébios também podem, por outros mecanismos, estimular o crescimento e



o desenvolvimento de plantas de outras familias, aléem das leguminosas. Os
rizbbios podem viver no interior de raizes, caules e folhas de plantas, como
gramineas, e estimular o crescimento destes vegetais pela producao de
substancias hormonais, como o acido indol acético (Biswas et al., 2000;
Mantelin & Touraine, 2004; Chen et al., 2005), pela solubilizacdo de fosfatos
(Rodriguez & Fraga, 1999), e pela protecao das plantas contra patégenos
(Mishra et al., 2006; Dutta et al., 2007).

Depois da fixacdo de nitrogénio, a producao de fito-horménios talvez
seja 0 mais importante modo de ag¢do na promocao de crescimento de plantas
por microrganismos. A sintese de auxina, particularmente o acido indol acético
(AlA), por microrganismos endofiticos, promove o crescimento das raizes e a
proliferacao de pélos radiculares, melhorando a absor¢ao de agua e nutrientes
do solo e, consequentemente, melhorando o desenvolvimento da planta
(Caballero-Mellado, 2006).

Diferentes rotas metabdlicas de biossintese de acido indol acético
(AIA) ja foram identificadas em bactérias (Spaepen et al., 2007). O triptofano é
o principal precursor de AlA. A rota de indol-3-acetamida (IAM) é a mais bem
caracterizada em bactérias. Nessa rota, o triptofano é convertido em 1AM pela
enzima triptofano monoxigenase (laaH), e de IAM em AIA, pela enzima |IAM-
hidrolase. A enzima triptofano monoxigenase ja foi identificada em
Agrobacterium tumefaciens (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). A rota
indol-3-piruvato (IPyA) é a rota de sintese de AIA predominante nos vegetais.
No entanto, esta rota ja foi identificada em bactérias como Bradyrhizobium
(Giraud et al., 2007), onde, pela acao de uma aminotransferase, o triptofano é
convertido em indol-3-piruvato. Este composto é descarboxilado, convertendo-
se em indol-3-acetaldeido. A descarboxilagdo ocorre pela acdo de indol-3-
piruvato descarboxilase (IPDC). Finalmente, o indol-3-acetaldeido é oxidado a
AlA. Outra rota de producao de AlA é a rota da triptamida (TAM) que consiste
na transformacéo de tripotafano pela acdo da triptofano descarboxilase em
TAM, que é diretamente convertida em indol-3-acetaldeido por uma amino-
oxidase. A rota TAM ocorre principalmente em plantas, porém a atividade de
triptofano descarboxilase foi identificada em Mesorhizobium loti (Kaneko et al.,
2000). A rota do indol-acetonitrilo (IAN) ndo esta ainda bem definida. E possivel

que o triptofano seja convertido em indol-3-indoldoxima ou indol-3-



glicobrassicin e estes compostos sejam convertidos em IAN, o qual pode ser
convertido diretamente em AIA por acdo de uma nitrilase ou transformado em
indol-3-acetamida, por acdo de wuma enzima nitrilo hidratase. Em
Bradyrhizobium japonicum foi identificada a enzima nitrilase (Kaneko, 2002).
Enzimas nitrilo hidratases ja foram identificadas em Rhizobium etli (Gonzalez et
al., 2006), Rhizobium leguminosarum (Young et al., 2006), Bradyrhizobium sp.
(Giraud et al., 2007) e Sinorhizobium meliloti (Capela et al., 2001; Galibert et
al., 2001).

As citocininas tém recebido pouca atencdo por serem compostos
labeis, de dificil identificagdo e quantificacéo. Este hormdnio promove a divisdo
celular, o desenvolvimento de raizes e formacdo de pélos radiculares
(Frankenberger & Arshad, 1995). Mais de 80% dos microrganismos isolados da
rizosfera sdo capazes de produzir compostos do grupo das citocininas, quando
cultivados “in vitro” (Barea et al., 1976). Uma estirpe modificada de R.
leguminosarum, mutante nao produtor de adenosina, precursor de citocinina,
nao promeveu o crescimento de alface e canola quando comparada com a
estirpe selvagem, sugerindo que a citocinina estd envolvida na promogao do
crescimento (Noel et al., 1996).

Os rizobios também promovem o crescimento de plantas por
aumentar a disponibilidade de fésforo sollvel para as plantas. O fésforo é um
dos elementos essenciais para o0s vegetais, absorvido em grandes
quantidades, por isso, denominado de macronutriente. No solo, a
disponibilidade de fosforo é altamente influenciada pela quantidade e tipos de
grupos funcionais da fracdo argila Em solos com avancado grau de
intemperismo, com elevados teores de 6xidos de ferro, como os latossolos, o
fésforo soluvel aplicado é rapidamente adsorvido por estes coldides (Sparks et
al., 1995). O alto custo dos fosfatos soluveis, aliado a grande demanda deste
elemento para as plantas, tem despertado muito interesse em pesquisas com
fertilizantes fosfatados alternativos. O uso de fosfatos de baixa solubilidade,
associado com inoculacdo com rizébios solubilizadores de fosfato € uma
alternativa para a liberacdo gradual do fosforo para as plantas. O
microrganismo é capaz produzir 4cidos organicos, sendo que o préton H* ataca
o mineral fosfatado. Conseqlientemente, o fosforo inorgénico é liberado do
mineral pela substituicido do cation Ca*? pelo préton H*. Algumas estirpes de
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Rhizobium leguminosarum, R. meliloti e R. loti foram capazes de liberar o
fésforo da hidroxiapatita insoluvel (Halder & Chakrabartty, 1993; Rodriguez &
Fraga, 1999)

Outra forma de promoc¢ao de crescimento de plantas, com as quais
algumas estirpes de rizébios também estédo envolvidas, € a protecao de plantas
contra o ataque de patégenos. Um exemplo de biocontrole é a producédo do
antibiotico trifolitoxin (TFX) por Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, no controle
de um elevado numero de bactérias, incluindo patégenos de plantas e animais
(Dobbelaere et al., 2003). Uma pesquisa com inoculacao de rizébios em arroz
mostrou que esta pratica proporcionou um rapido acumulo de &cidos fendlicos,
como mecanismo de defesa contra o ataque de Rizoctonia solani (Mishra et al.,
2006). Um trabalho realizado por Dutta et al. (2007) mostrou o potencial de
inoculacdes duplas de uma estirpe de rizébio, com Bacillus cereus, e com

Pseudomonas aeruginosa, no controle de Fusarium udum em guandu.

2.4. Rizébios promotores de crescimento em arroz

Em um estudo de microscopia, com uma cultivar nativa de arroz
africano (Oryza breviligulata), inoculada com uma estirpe de Bradyrhizobium,
foram distinguidos dois estagios de colonizacdo nas raizes desta planta
(Chaintreuil et al., 2000). Inicialmente ocorreu a formacado de um biofilme em
torno dos apices radiculares. Esta etapa caracterizou-se por uma rapida
multiplicacdo bacteriana, cobrindo grandes areas de superficie radicular.
Posteriormente ocorreu a invasao intercelular das células epidérmicas, via
fissuras radiculares, que se formam em virtude da emergéncia de raizes
secundarias.

A abundancia de células de Sinorhizobium meliloti, marcadas com o
gene da proteina fluorescente gfp, em torno dos pontos de conexao entre
raizes primarias e secundarias de arroz, foi observada em andlises
microscépicas (Chi et al., 2005). Estes mesmos autores observaram que as
bactérias que penetram nas raizes de arroz seguem pelos espacos
intercelulares, colonizando a epiderme (inclusive pélos radiculares), cortex e
tecidos vasculares. Além disso, as células que se disseminam pelo aerénquima
e vasos condutores ascendem para o caule e folhas e algumas espécies e
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estirpes de rizdbios podem persistir no interior dos tecidos de arroz até as fases
reprodutivas da planta.

Ha um consenso de que a entrada dos rizébios em plantas de arroz
se da por aberturas radiculares que ocorrem em fungdo da emissao de raizes
secundarias. Este padrdo de colonizacdo também foi verificado por outras
pesquisas (Reddy et al., 1997; Perrine-Walker et al., 2007). Os ultimos autores
também observaram curvaturas em pélos radiculares de plantulas de arroz, em
funcdo da inoculagdo com células de Rhizobium, indicando que algumas das
rotas de sinalizagdo, envolvendo a formacédo de nédulos em leguminosas,
podem estar presentes também no arroz.

Em arroz, os rizébios nao fixam nitrogénio e nem sao capazes de
formar nodulos radiculares. No entanto, as intimas interacées da bactéria com
o cereal elevam os niveis de fitohormdénios nos tecidos, produzindo uma
variedade de beneficios, que sao refletidos significativamente na fisiologia do
crescimento das plantas de arroz (Chi et al., 2005). Estudos vém demonstrando
incrementos no crescimento e no desenvolvimento de plantas de arroz pela
inoculagé&o com estirpes de rizdbios. A inoculagdo com trés isolados de rizdbios
de Rhizobium leguminosarum incrementaram a producao de matéria seca de
plantas de seis cultivars de arroz, em tubos de vidro (Yanni et al., 2001). Neste
mesmo estudo, porém, em experimentos de campo, outras estirpes foram
capazes de aumentar o volume radicular, a matéria seca da parte aérea, o
rendimento de grdos de arroz e a eficiéncia no uso do nitrogénio. Esta
eficiéncia no uso de nitrogénio pode estar relacionada com o aumento do
volume radicular e, consequentemente, um maior volume de solo explorado
pelas raizes. Em um estudo feito na india, a altura de plantas de arroz, o
numero de paniculas de arroz, a matéria seca de raizes e da parte aérea, bem
como o rendimento de graos, aumentaram quando as plantas foram inoculadas
com estirpes de rizobios (Mishra et al., 2006).

Os beneficios da inoculagdo com rizobios em arroz podem ser
manifestados precocemente, desde a germinacdo e emergéncia até o
rendimento de grdos na lavoura. Algumas estirpes de Rhizobium foram
capazes de estimular o comprimento da radicula e do préfilo, além de
incrementar a area foliar, a matéria seca da parte area, a absorcao de

nitrogénio, o numero de paniculas e o rendimento de graos (Biswas et al.,
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2000). Incrementos no crescimento de arroz, bem como no rendimento de
graos, pela inoculacdo com algumas estirpes de rizébios, também foram
observados por Chi et al, (2005). Além disso, estes autores evidenciaram que
estas estirpes também incrementaram as taxas de fotossintese, a condutancia
estomatica, a velocidade de transpiracdo e a eficiéncia no uso da agua
absorvida pela planta de arroz.

2.5. Rizébios em sistema de rotacao de arroz irrigado com
leguminosas forrageiras hibernais

No Estado do Rio Grande do Sul, a cultura do arroz irrigado possui
uma area superior a um milhao de hectares, o que corresponde a mais de 70%
da éarea cultivada com arroz no Brasil. As areas de varzeas, onde o arroz €
cultivado, concentram-se na Metade Sul deste Estado, onde é muito comum a
rotacdo do cereal com a criagcdo de gado, na entressafra (Marchezan et al.,
2002). Neste periodo, que coincide com o inverno, as precipitacbes sao
freqlentes, e o solo, que é de baixa permeabilidade, pode permanecer varios
dias com excesso de umidade.

O excesso de agua no solo baixa a disponibilidade de oxigénio para
a respiracdo radicular. Nessas condicbes, a producdo de ATP nos tecidos
radiculares decai, sendo insuficiente para sustentar a absor¢cdo de nutrientes
do solo, fundamental para o crescimento e desenvolvimento vegetal (Taiz &
Zeiger, 2004). Algumas espécies de plantas conseguem desenvolver
mecanismos de tolerancia a periodos de alagamento. Tais mecanismos
permitem que as raizes destas plantas obtenham o oxigénio da parte aérea,
para que todas as células possam respirar, além de impedirem que o oxigénio
seja difundido para fora das raizes (Drew et al, 2000). Uma destas plantas € a
leguminosa forrageira Lotus uliginosus, que além de tolerar solos alagados, é
capaz de realizar simbioses eficientes com rizébios nestas condicdes (James &
Crawford, 1998; James & Sprent, 1999).

Trabalhos realizados no Egito mostram que rizdbios simbiontes com
Trifolium alexandrinum, cultivado as margens do Rio Nilo, permanecem no solo
e colonizam o arroz, cultivado em rotacdo. O arroz é beneficiado pelo
nitrogénio, fixado durante o ciclo do trevo, e diretamente pelos rizébios, que
colonizam suas raizes, caules e folhas (Yanni et al, 1997; Yanni et al, 2001).
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Este sistema de producdo, existente ha centenas de anos, permitiu o
estabelecimento de um equilibrado banco de rizébios no solo e exemplifica um
sistema sustentavel de producao agricola.

A utilizacdo de plantas leguminosas forrageiras, apresentando
eficiente simbiose com rizdbios e adaptadas a solos de varzea, pode aumentar
a producéo de forragem no inverno e disponibilizar nitrogénio para a cultura do
arroz em sucessao. Dependendo da produgéao de matéria verde da forrageira, a
adubacao de base pode até ser suprimida, necessitando aplicagcdo de
nitrogénio apenas em cobertura. Os rizobios da simbiose com a forrageira
permanecem no solo, colonizando as plantas de arroz e beneficiando
diretamente a cultura, pela promocao de crescimento. Com o aumento da
eficiéncia do uso do nitrogénio e demais nutrientes, pode haver uma economia
no uso de fertilizantes e diminuicdo das contaminagdes ambientais nas areas

de varzeas e nos recursos hidricos adjacentes.



3. ESTUDO |

Eficiéncia de rizébios em Lotus corniculatus e L.uliginosus sob diferentes

condicoes hidricas e como promotores de crescimento de arroz irrigado.

Introducao

Os rizébios sado bactérias muito conhecidas pelos agricultores,
devido a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, quando em simbiose
com plantas da familia das leguminosas. Na producdo animal, os rizbios
apresentam um papel muito importante, pois sdo simbiontes com forrageiras
leguminosas, como as pertencentes dos géneros Trifolium e Lotus (Krolow et
al., 2004; Assmann et al., 2007). Com a inoculagéo de rizébios em leguminosas
forrageiras, pode-se substituir parcialmente, ou mesmo totalmente, a adubagéo
nitrogenada, minimizando os custos com fertilizantes e a poluicdo ambiental.

Além de fixarem nitrogénio em leguminosas, o0s rizobios
desempenham outros papéis na promocdo de crescimento de plantas,
beneficiando também a plantas de muitas outras familias, inclusive gramineas.
Estes outros mecanismos de promog¢ao de crescimento tém despertado a
atencao de muitos pesquisadores nos ultimos anos. Os rizobios sdo capazes
de estimular a germinacao e o crescimento vegetal (James et al., 2002). Estes
estimulos ocorrem devido a capacidade destas bactérias em alterar os niveis
hormonais no tecido vegetal (Biswas et al., 2000; Dobbelaere et al., 2003; Ona
et al., 2003; Mantelin & Touraine, 2004; Chen et al., 2005; Singh et al., 2005;).
Entre os horménios vegetais produzidos pelos rizébios, destaca-se o acido
indol acético (AlA), uma auxina envolvida na iniciagdo radicular, na divisdo e no
alongamento celular (Banerjee et al., 2006). Os rizébios podem solubilizar
fosfatos no solo, disponibilizando-os para as plantas (Halder & Chakrabartty,
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1993; Rodriguez & Fraga, 1999). Ainda, algumas estirpes de rizdbios sao
capazes de realizar o controle de doencas de plantas (Nautiyal, 1997; Mishra et
al., 2006; Dutta et al., 2007). Recentemente, tem sido demonstrado que a
inoculacdo com rizdbios estimula a germinacdo, o crescimento, o
desenvolvimento e a produtividade do arroz (Biswas et al., 2000; Yanni et al.,
2001; James et al., 2002).

Trabalhos realizados no Egito (Yanni et al., 1997; Yanni et al., 2001)
mostram que rizébios simbiontes com Trifolium alexandrinum, cultivado as
margens do Rio Nilo, permanecem no solo e colonizam o arroz, cultivado em
rotacdo. O arroz € beneficiado pelo nitrogénio, fixado durante o ciclo do trevo, e
diretamente pelos rizobios, que colonizam suas raizes, caules e folhas. Este
sistema de produgdo, existente ha centenas de anos, permitiu o
estabelecimento de um equilibrado banco de rizébios no solo, e exemplifica um
sistema sustentavel de producao agricola.

No Estado do Rio Grande do Sul, a cultura do arroz se concentra em
areas baixas, de solos hidromérficos, de relevo plano, conhecidas como
varzeas, onde este cereal € cultivado sob irrigacdo por inundacao (Marchezan
et al., 2002). Em muitas propriedades, o arroz é cultivado em rotagdo com a
criagdo de bovinos. Na entressafra, que coincide com o inverno, as
precipitacdes sao freqlientes e o solo pode permanecer varios dias com
excesso de umidade. O excesso de agua no solo reduz drasticamente a
disponibilidade de oxigénio para a respirac¢ao radicular. Em condigdes andxicas
ou hipbxicas, a producdo de ATP nos tecidos radiculares decai, sendo
insuficiente para sustentar processos fisiologicos, como a absorcdo de
nutrientes do solo, fundamentais para o crescimento de caules e folhas (Taiz &
Zeiger, 2004). Nestas condicdes, raras sdao as forrageiras que podem ser
estabelecidas nas varzeas, agravando a falta de alimentos para os bovinos,
ocasionando perdas de peso e até mesmo mortalidade de animais. Entretanto,
trabalhos tém avaliado a produtividade de diferentes espécies de forrageiras
em aéreas de varzea, bem como a tolerancia destas plantas a periodos de
alagamento (Haddade et al., 2001; Marchezan et al., 2001). Algumas espécies
de plantas conseguem desenvolver habilidades para suportar e tolerar periodos
de alagamento. Os mecanismos de tolerancia a inundacao permitem que as

raizes destas plantas consigam receber oxigénio, oriundo da parte aérea, para
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qgue todas as células possam respirar, além de impedirem que 0 oxigénio seja
difundido para fora das raizes (Drew et al., 2000).

Estudos sobre introducdo de espécies forrageiras tém destacado
nas plantas pertencentes ao género Lotus, o seu potencial forrageiro, sua boa
adaptacao a solos de baixa fertilidade, sua capacidade de fixacao simbidtica de
nitrogénio e seu elevado teor de taninos, o que evita a ocorréncia de
timpanismo nos animais (Montes, 1988; Langer, 1990). A espécie Lotus
corniculatus L. é uma leguminosa forrageira perene hiberno-primaveril, de
origem européia e mediterranea (Soster et al., 2004), com excelente adaptacao
no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile, sendo largamente utilizada. Essa
espécie € caracterizada pelo rapido crescimento inicial, boa produtividade,
elevada qualidade de forragem e boa ressemeadura natural.

A espécie de Lotus uliginosus (L. pedunculatus) € uma espécie
leguminosa perene estival, rizomatosa, originaria do Mediterraneo. E mais
tolerante a solos acidos e deficientes em fosforo, com elevada capacidade de
estabelecimento em areas Uumidas (Paim & Riboldi, 1991). Alguns trabalhos
(James & Crawford, 1998; James & Sprent, 1999) tém mostrado que as plantas
de Lotus apresentam tolerancia ao alagamento. Segundo estes autores, os
mecanismos de tolerancia sao as formacdes de aerénquimas e lenticelas, que
permitem as trocas gasosas das raizes e caules submersos. As plantas de
Lotus uliginosus podem formar nodulos eficientes na fixagcdo de nitrogénio,
tanto em raizes submersas, quanto em raizes adventicias oriundas de
hipocétilos ou cales submersos (James & Crawford, 1998). Estes autores
demonstraram que a nodulacdo e atividade da nitrogenase (estimada pela
reducao de acetileno) em condicdes de inundacao, sdo iguais, ou até mesmo
maiores do que em condi¢cées de umidade adequada para as plantas.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia da simbiose
entre rizdbios e plantas de Lotus corniculatus e L. uliginosus em situagdes de
estresse hidrico como alagamento e deficiéncia hidrica e avaliar a eficiéncia

destes mesmos rizdbios em promover o crescimento de plantas de arroz.

Material e Métodos
Foram realizados dois experimentos na casa de vegetacdo do
Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As
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unidades experimentais constituiram-se de vasos de polietileno, contendo 2 kg
de solo, peneirado em malha de 20 mm. O solo utilizado foi coletado na
camada de 0 a 20 cm em area de varzea com pastagem nativa no municipio de
Cacapava do Sul. O solo, antes de ser acondicionado nos vasos, foi misturado
com super fosfato simples e cloreto de potassio, equivalendo a 45 e 25 mg kg’
'de P»0s e K20, respectivamente, de acordo com o manual de recomendagao
de calagem e adubacado para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (CQFS, 2004), considerando densidade do solo igual a um (1). Para
ambos o0 experimentos, o delineamento empregado foi inteiramente
casualizado, com trés repeticoes. Os rizébios utilizados foram a estirpe U512,
recomendada oficialmente para Lotus no Uruguai, e os isolados UFRGS-Lc340,
obtido de solo do municipio de Hulha Negra, RS (Frizzo, 2007); UFRGS-Lc247,
isolado de solo de Eldorado do Sul, RS (Frizzo, 2007); EEL698 e EEL8084, do
municipio de Lages, SC (Brose, 1992).

No primeiro experimento, foram cultivadas plantas de Lotus
corniculatus, variedade Sao Gabriel e L. uliginosus, variedade Maku, em trés
niveis de umidade do solo (alagado, umidade adequada e deficiéncia hidrica).
A irrigacdo foi realizada com agua destilada. Nos vasos submetidos ao
alagamento, a agua era reposta diariamente, mantendo-se o nivel de 5 cm
acima no nivel do solo, a partir do 15° dia ap6és a semeadura. Nos tratamentos
em que se considerou a umidade adequada, eram adicionados diariamente 200
mL de agua, sendo que, como os vasos eram perfudados no fundo, o exesso
de agua era drenado. Nos tratamentos sob condicdo de deficiéncia hidrica,
aplicava-se 100 mL de agua quando as plantas apresentavam-se murchas. As
plantas de L. corniculatus foram inoculadas com os rizébios U512, EEL698 e
EEL8084 e as de L. uliginosus com U512, UFRGS-Lc340 e UFRGS-Lc247.
Para cada espécie e nivel de umidade, foram utilizados dois tratamentos
controles, sem inoculacdo, um com aplicacdo de nitrogénio (T+N) e outro sem
(T-N). Nos controles com nitrogénio, foi adicionada solucao de uréia (760 mg L
') aplicando-se o equivalente a 100 kg de nitrogénio por hectare, quatro vezes,
a cada 45 dias.

As sementes de Lotus foram tratadas para quebra de dorméncia,

com o uso de lixas, desinfestadas e pré-germinadas em estufa a 28°C por 24
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horas. Dez sementes pré-germinadas foram plantadas em cada vaso e
posteriormente desbastadas, deixando-se quatro plantas por vaso.

A inoculacao foi realizada sete dias ap6s o plantio com 5 mL de
caldo de cultura dos rizébios, crescidos em 30 mL de meio levedura manitol
liquido (YM) por 5 dias, sob agitacdo constante a 28°C. As plantas foram
cortadas 5 cm acima da superficie do solo, aos 45, 97, 147 e 205 dias apds o
plantio. A parte aérea foi seca em estufa a 65°C por 72 horas e pesada em
balanca digital. A determinacdo do teor de nitrogénio total no tecido foi
realizada de acordo com Tedesco et al. (1995). Apds cada corte, a aplicacéo
de nitrogénio foi repetida nos tratamentos controle e, apds o segundo corte, foi
reaplicada a metade da dose inicial de fésforo e potassio em todos os vasos.
Os resultados foram submetidos a analise da variancia e, quando significativa,
as médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade
de erro utilizando-se o programa Sysvar 4.6 (Ferreira, 2000). Também foi
determinada a eficiéncia relativa da fixagdo de nitrogénio pelos rizobios,
utilizando-se o método de Brockwell et al. (1966).

No segundo experimento, em outros vasos, contendo solo, coletado
e acondicionado da mesma forma que no primeiro experimento, foram
cultivadas plantas de arroz da cultivar IRGA424, lancada recentemente para
todas as regides do Rio Grande do Sul e que se destaca pela alta
produtividade e qualidade industrial de graos, além de apresentar tolerancia a
toxidez por ferro e resisténcia a bruzone (Sosbai, 2007). As sementes de arroz
foram desinfestadas e pré-germinadas em estufa a 28°C por 24 horas. Antes
da semeadura, as sementes foram imersas por 10 a 15 minutos em caldo
contendo os mesmos rizébios do experimento anterior, com excecado dos
tratamentos controle onde as sementes foram imersas em agua destilada
esterilizada. Utilizaram-se dois tratamentos controle ndo inoculados, um com
adicao de nitrogénio, equivalente a 40 kg ha™, e outro com adicdo de 80 kg ha"
', Todos os tratamentos inoculados receberam aplicacdo de nitrogénio
equivalente a 40 kg ha'. A adubacdo nitrogenada foi parcelada em duas
aplicacbes, na forma de solucdo de uréia. A metade da dose de nitrogénio foi
aplicada 10 dias ap6s a semeadura e a outra metade aos 30 dias apds a
semeadura. Junto com a primeira aplicacéo foi realizado o desbaste deixando-
se duas plantas por vaso e, dai em diante, os vasos foram mantidos alagados,
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sendo a 4gua reposta periodicamente, mantendo-se o nivel de 5 cm acima da
superficie do solo. O numero de perfilhos emitidos e a matéria seca da parte
aérea foram avaliados 60 dias apds a semeadura. Para a determinacdo da
matéria seca da parte aérea, as plantas foram cortadas rente ao solo e secas
em estufa a 65 °C até peso constante. Os resultados foram submetidos a
analise da variancia e, quando significatica, as médias foram comparadas pelo
teste de Scott Knott com 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software
Sysvar 4.6 (Ferreira, 2000). Determinou-se também a eficiéncia relativa da
inoculacao dos rizébios no crescimento da parte aérea das plantas de arroz,
utilizando-se o método de Brockwell et al. (1966), modificado. Para determinar
este parametro, utilizaram-se as matérias secas da parte aérea produzidas
pela inoculagdo com o rizébio e dos tratamentos controle. O valor foi obtido
pelo quociente entre a diferenga entre o tratamento inoculado (MSPAinecuiagao) €
o controle com 40 kg ha” de nitrogénio (MSPA4nN) e a diferenca entre o
controle com 80 kg ha™" de nitrogénio (MSPAgn) € o controle com 40 kg ha™' de
nitrogénio (MSPA4n), de acordo com a equacéo 1.

MEPAinpcuiacio ~MSPAgN
MEPAgny —M5PA, N

Eficiéneia relativa (%) = ( ) x 100 (Equagéo 1)

Resultados e Discussao

As plantas de Lotus corniculatus foram severamente afetadas pelo
alagamento dos vasos (Tabela 3.1). No tratamento com o alagamento, as
plantas foram mantidas em condi¢cdes adequadas de umidade até o 15° dia
apos o plantio das sementes pré-germinadas. A partir de entao as plantas de L.
corniculatus comecaram a sofrer o efeito da deficiéncia de oxigénio. Apenas,
no primeiro e no segundo corte houve producdo de matéria seca. A massa
vegetal coletada no primeiro corte deve, em parte, ter sido produzida no
periodo em que as plantas ndo sofreram os efeitos do alagamento. Por outro
lado, as plantas ndo conseguiram se desenvolver novamente a partir do
segundo corte, provavelmente devido a reducao da disponibilidade de oxigénio
que pode afetar as plantas de diversas maneiras (Taiz & Zeiger, 2000). Em
situacdo hidrica adequada, as plantas de L. corniculatus cresceram

satisfatoriamente.
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TABELA 3.1. Matéria seca da parte aérea de plantas de Lotus
corniculatus, inoculadas com rizébios, em trés condicoes de umidade do

solo.

Rizébio/ Matéria seca da parte aérea (g planta™)

tratamento Corte1 Corte 2 Corte 3 Corte4 Total

us12 0,095™ 0,075b* 0,000 0,000™ 0,169b
EEL 698 0,108 0,062 b 0,000 0,000 0,170b
EEL8084 0,134 0,089 b 0,000 0,000 0,223b

T-N 0,106 0,151 Db 0,004 0,000 0,261Db
T+N 0,117 0,270a 0,039 0,000 0,426 a
CV 32,31 32,89 30,03 0 24,13

us12 0,667 1,327b 0,872a 0,605a 3,471b
EEL 698 0,598 1,291b 1,047a 0,750a 3,686Db
EEL8084 0,711 0,997c 0,981a 0,808a 3,497Db

T-N 0,595 0,392d 0,203b 0,121b 1,310c
T+N 0,765 1,779a 1,227a 0,673a 4,443a
CVv 20,16 10,78 13,93 20,51 6,80

usi2 0,172™ 0,769c 0,304c 0,096b 1,342d
EEL698 0,161 1,335a 0,430b 0,235a 2,162b
EEL8084 0,170 0941b 0421b 0,183a 1,714c
T-N 0,252 1,063b 0,266c 0,086b 1,667c
T+N 0,246 1,449a 0,802a 0,254a 2,750a
CV 27,62 8,51 11,15 31,19 8,09

* médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade de erro; **diferengas nao significativas a 5% de probabilidade de erro.
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A partir do segundo corte, as plantas dos tratamentos inoculados e
do tratamento controle, que recebeu nitrogénio (T+N), passaram a produzir
mais matéria seca que as do tratamento controle sem nitrogénio (T-N). Até o
primeiro corte, possivelmente, o nitrogénio remanescente do solo tenha suprido
as exigéncias do tratamento controle (T-N), ndo havendo diferengas entre os
tratamentos. Em condi¢des de deficiéncia hidrica, apenas a inoculagdo com o
isolado EEL698 aumentou a producdo de matéria seca da parte aérea das
plantas de L. corniculatus, ao longo do periodo de experimento (Tabela 3.1).

As plantas de Lotus uliginosus apresentaram tolerancia a condicdes
de alagamento, concordando com os resultados obtidos por James & Crawford
(1998) e James & Sprent (1999), que apontam a espécie L. uliginosus como
tolerante ao alagamento. Por outro lado, nenhum dos rizobios testados foi
eficiente em aumentar o crescimento da parte aérea das plantas desta espécie,
nesta condicao hidrica (Tabela 3.2).

O isolado UFRGS-Lc340 proporcionou um aumento de 96% no
crescimento da parte aérea de L. uliginosus em condicbes adequadas de
umidade no solo. No entanto, as plantas inoculadas com a estirpe U512 e com
o isolado UFRGS-Lc247 nao diferiram das do tratamento controle sem
nitrogénio. Em condi¢des de deficiéncia hidrica, no quarto e ultimo corte da
parte aérea, o isolado UFRGS-Lc340 proporcionou uma maior producado de
matéria seca (Tabela 3.2). No entanto, ao somar-se a matéria seca de L.
uliginosus, coletada em todos os cortes, em condigbes de déficit hidrico,
nenhum isolado diferenciou-se do controle sem nitrogénio (T-N).

Nos tratamentos com aplicacdo de nitrogénio no solo, as plantas
cresceram significativamente mais do que as dos demais tratamentos, em cada
nivel de estresse hidrico (Tabelas 3.1 e 3.2). E possivel que o suprimento de

nitrogénio para as plantas permita melhorar a tolerancia ao estresse hidrico.
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TABELA 3.2. Matéria seca da parte aérea de plantas de Lotus uliginosus,

inoculadas com rizébios, em trés condicoes de umidade do solo.

Rizébio/ Matéria seca da parte aérea (g planta™)

tratamento Corte 1 Corte2 Corte3 Corte4 Total

........................................ Alagamento.......cccceeeeeiiiiiiiieee e
us12 0,784a* 0,512b 0,278b 0,208b 1,783 Db
Lc340 0,377b 0,369b 0,369b 1,300a 2,415Db
Lc247 0,403b 0,685b 0,368b 0,198b 1,652Db
T-N 0,379b 0,843b 0,500b 0,138b 1,860Db
T+N 0,238b 1,479a 1,330a 1,039a 4,087 a
Cv 38,86 26,45 34,30 64,53 22,41

us12 0595™ 0,609b 0,398c 0,592b 2,193c¢
Lc340 0,834 0,656b 0,643b 0982a 3,115Db
Lc247 0,643 0,490b 0,312c¢c 0,296c 1,741c
T-N 0,552 0,472b 0,308c 0,255c 1,586¢
T+N 0,822 1,634a 0,825a 0,625b 3,806a
Cv 23,55 21,81 17,68 23,08 13,65

us12 0,122b  0,958b 0,204b 0,145c 1,428Db
Lc340 0,110b 0,972b 0,295b 0,368b 1,746Db
Lc247 0,159a 0,872b 0,308b 0,150c 1,490b
T-N 0,190a 0,867b 0,269b 0,157c 1,483b
T+N 0,193a 1,254a 0,741a 0,775a 2,962a
CVv 16,03 12,12 14,97 14,24 9,79

* médias seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade de erro; **diferengas nao significativas a 5% de probabilidade de erro.
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Devido ao crescimento reduzido da parte aérea das plantas de L.
corniculatus sob inundacao, a quantidade de nitrogénio acumulada por planta
foi muito pequena, embora se observe uma diferenga entre o tratamento com
nitrogénio e os demais (Figura 3.1A). Observa-se também que a quantidade de
nitrogénio acumulada em cada planta de L. corniculatus inoculada com os
rizobios, em condi¢cdes adequadas de umidade (Figura 3.1A), foi superior a
acumulada pela que nao foi inoculada, nem recebeu adubacgdo nitrogenada.
Além disso, a quantidade de nitrogénio absorvido e acumulado pelas plantas
de L. corniculatus nao diferiu entre o tratamento inoculado com EEL8084 e o
tratamento que recebeu o equivalente a 100 kg de nitrogénio por hectare.
Quando a disponibilidade de agua foi limitante, o controle T+N foi superior aos
demais no acumulo de nitrogénio por planta de L. corniculatus.

O isolado UFRGS-Lc340 se destacou, favorecendo o acumulo de
nitrogénio total na parte aérea de L. uliginosus (Figura 3.1B) em condicéo
adequada de umidade. Este rizébio foi capaz de incrementar a quantidade de N
total nesta espécie e a quantidade acumulada foi equivalente ao tratamento
que recebeu o equivalente a 100 kg ha™' de nitrogénio. Nesta mesma condicéo
hidrica, os rizébios U512 e UFRGS-Lc340 também proporcionaram

incrementos no acumulo de nitrogénio por planta de L. uliginosus.
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FIGURA 3.1. Nitrogénio total acumulado na parte aérea de plantas de
Lotus corniculatus (A) e Lotus uliginosus (B), inoculadas com isolados de
rizébios e submetidas a trés niveis de umidade do solo (*médias seguidas
pela mesma letra nao diferem pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade de erro; **diferencas nao significativas a 5% de
probabilidade de erro)

Em situacdes de estresse hidrico, seja alagamento ou deficiéncia
hidrica, nenhum dos isolados apresentou eficiéncia relativa em ambas as
espécies de Lotus estudadas. No entanto, mesmo ndo sendo comprovada
eficiéncia relativa, em condicbes de alagamento, todas as plantas de L.
uliginosus, que foram inoculadas com rizébios, apresentaram desenvolvimento

de nodulos, inclusive em raizes ~~~~*~i~g sobre a lamina de agua.
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Resultados similares foram obtidos por James & Crawford (1998), em que
plantas desta espécie formaram nddulos eficientes na fixagdo de nitrogénio em
raizes adventicias oriundas de hipocotilos e caules submersos. Em um trabalho
realizado com plantas de soja cultivadas sob alagamento, Pires et al. (2002)
observaram que as raizes estavam noduladas e que os caules apresentavam
didmetro superior a plantas cultivadas em condicbes adequadas de umidade,
em fungao do desenvolvimento de aerénquima.

Embora a producdo de matéria seca da parte aérea de L.
corniculatus em simbiose com rizobios tenha sido inferior ao proporcionado
pela adubacéo nitrogenada, os trés isolados testados apresentaram eficiéncia
na fixacao de nitrogénio superior a 71%, em condi¢cdes adequadas de umidade
(Figura 3.2). O isolado EEL8084 apresentou eficiéncia relativa de 110%, sendo
mais eficientes na simbiose com as plantas de L. corniculatus, que a estirpe
U512, recomendada oficialmente para esta espécie, no Uruguai. Esta estirpe
oficial apresentou uma baixa eficiéncia relativa (29,9%) em plantas de
L.uliginosus. No entanto, com esta espécie, o isolado UFRGS-Lc340

apresentou uma eficiéncia superior de 143%, em condi¢cées adequadas de

umidade.
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FIGURA 3.2. Eficiéncia relativa das simbioses entre rizébios e plantas de
Lotus corniculatus e Lotus uliginosus em condicoes adequadas de
umidade.
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Os resultados desse trabalho mostram o potencial das plantas de L.
uliginosus para serem utilizadas como forrageiras em areas de varzeas, onde,
no inverno, sdo comuns periodos de alagamento. No Rio Grande do Sul, o
arroz é cultivado nessas areas, em sistema de irrigacao por inundagao. Pelo
desempenho que a espécie L. uliginosus mostrou nesse estudo, essa
apresenta potencial também para ser usada como cultura de cobertura em
rotacdo com o arroz, beneficiando a graminea com nitrogénio fixado
biologicamente. Além disso, os rizobios simbiontes com L. uliginosus podem
permanecer no solo e colonizar as plantas de arroz. O isolado UFRGS-Lc340
apresentou bom desempenho em condi¢ées adequadas de umidade (eficiéncia
superior a 140%), e mesmo nao sendo eficiente em aumentar o acumulo de
nitrogénio, foi capaz de formar nédulos nas raizes adventicias, sobre a lamina
de agua. Como se observa na tabela 3.3, o rizébio UFRGS-Lc340, assim como
0s outros isolados testados, estimulou o crescimento da parte aérea da cultivar
de arroz IRGA 424.

TABELA 3.3. Perfilhamento, produciao de matéria seca da parte aérea e
eficiéncia relativa em arroz (cultivar IRGA 424) em funcao da inoculacao

com rizobios.

Perfilhamento Matéria secada Eficiéncia

Tratamento/rizébio parte aerea relativa™
(perfilhos planta™) (g planta™) (%)
us12 12,0 b* 1,553 b 38,0
UFRGS-Lc247 10,3 b 1,476 b 25,9
UFRGS-Lc340 12,5b 1,602 b 45,8
EEL698 15,5 a 1,558 b 38,7
EEL8084 11,5b 1,649 b 53,1
Controle 40 kg N ha™ 10,5b 1,312¢ -
Controle 80 kg N ha™ 10,7 b 1,946 a -
CV 5,87 9,47 -

* médias seguidas pela mesma letra ndao diferem pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade de erro; ** método modificado de BROCKWELL et al (1966).
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O isolado UFRGS-Lc340 apresentou uma eficiéncia de 45,8%
(Tabela 3.3). Isso significa que, apenas com a inoculagdo desta bactéria, as
plantas de arroz cresceram mais que o tratamento que nao foi inoculado. O
mecanismo responsavel por esta promocdo de crescimento em arroz,
possivelmente, seja a producdo de horménios vegetais, como o acido indol
acético. Este hormonio estimula o crescimento radicular, melhorando a nutricao
da planta e o crescimento vegetal (Tien et al., 1979; Yanni et al., 1997; Biswas
et al., 2000; Matiru & Dakora, 2004) O isolado EEL698 destacou-se em
estimular o perfilhamento das plantas de arroz (Tabela 3). Se bem nutridos,
durante o ciclo da cultura, cada perfilho sera responsavel por uma panicula,
assim como a planta mae (SOSBAI, 2007). Logo, a inoculacdo com rizobios
pode aumentar o numero de paniculas por area, e consequientemente, a
produtividade do arroz, ou manter a produtividade com a diminuicdo da

adubacao nitrogenada.

Conclusoes

- As plantas de Lotus corniculatus (variedade Sao Gabriel) nao
resistem ao alagamento, mas em condicdes adequadas de umidade
apresentam simbiose eficiente com todos os rizébios testados e, em deficiéncia
hidrica, apenas com o isolado EEL698;

- As plantas de L. uliginosus (variedade Maku) resistem ao
alagamento, porém nao formam simbiose eficiente com os rizobios testados
nesta condicdo de umidade. Entre os rizdbios testados em condicdo adequada
de umidade, apenas o rizébio UFRGS-LC340 forma simbiose eficiente com as

plantas desta variedade;

- Todos os isolados testados nas leguminosas sdo capazes de
estimular o crescimento da parte aérea de plantas de arroz. Apenas o isolado

EEL698 estimula a emisséo de perfilhos de arroz.
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4. ESTUDOII

Respostas de cultivares de arroz a inoculacao com rizobios nativos do sul
do Brasil

Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais cereais produzidos no
mundo e de grande importancia por ser a base alimentar de metade da
populacdo humana. Com o aumento da populacdo mundial, a demanda deste
cereal no mundo estd aumentando. Estima-se que até o ano 2025, a demanda
por arroz cresga cerca de 25% (IRRI, 2008).

Experimentos tém demonstrado que rotagdes de culturas entre
leguminosas e arroz podem ser capazes de incrementar a producdo deste
cereal. Isso porque as plantas de arroz sdo capazes de estabelecer uma
efetiva associacdo com bactérias promotoras de crescimento, incluindo estirpes
de rizdbios. Estas associacbes permitem aumentos de produgdo, pois 0s
rizObios estimulam a germinacéo e o crescimento das plantas de arroz (Biswas
e tal., 2000; Yanni et al., 1997; James et al., 2002).

As bactérias de solo do género Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e Alorhizobium, além de
Blastobacter, Devosia, Methylobacterium e Ochrobactrum, coletivamente
chamados de rizobios, sdo capazes de formar nédulos em plantas leguminosas
e fixar o nitrogénio atmosférico para os tecidos vegetais. Embora o beneficio
dos rizdbios em leguminosas, em termos de fixagdo de nitrogénio, seja bem
documentado (Werner, 1992), recentes resultados (Hoflich et al., 1995; Chabot
et al., 1996; Noel et al., 1996; Yanni et al., 1997; Antoun et al., 1998; Biswas et
al., 2000; Chaintreuil et al., 2000; Gutierrez-Zamora & Martinez-Romero, 2001;
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Matiru & Dakora, 2004; Singh et al., 2005; Singh et al, 2006; Perrine-Walker et
al, 2007) indicam que os rizobios estabelecem associa¢des endofiticos com
milho, sorgo, milheto, canola, alface, mostarda, arroz, cevada e trigo, e trazem
beneficios para estas.

Detalhes da interagdo entre rizobios e nao-leguminosas ainda sao
pouco entendidos (Mishra et al., 2006). Alguns autores tém descrito o0s
beneficios indiretos da fixagdo bioldégica de nitrogénio pelos rizébios em
sistemas de rotacdo de culturas entre leguminosas e arroz (Yanni et al., 1997;
Yanni et al, 2001). Os beneficios diretos podem estar associados com o
aumento do numero e do comprimento de raizes laterais e pélos radiculares, e,
consequentemente, com a absorcao de nutrientes (Tien et al., 1979; Yanni et
al., 1997; Biswas et al., 2000; Matiru & Dakora, 2004). Esta promocédo de
crescimento possivelmente esteja relacionada com a producdo de fito-
horménios pelas bactérias, como o acido indol acético (AlIA) (Lippmann et al.,
1995; Chabot et al., 1996; Biswas et al., 2000; Dobbelaere et al., 2003; Ona et
al., 2003; Mantelin & Touraine, 2004; Chen et al., 2005; Singh et al., 2005;
Banerjee et al., 2006), inibicdo do crescimento de fungos patogénicos (Nautiyal,
1997; Mishra et al., 2006; Dutta et al., 2007); maior eficiéncia no uso de
nitrogénio e outros nutrientes (Chabot et al., 1996; Yanni et al., 1997; Biswas et
al., 2000); solubilizacao de fosfato (Halder & Chakrabartty, 1993; Rodriguez &
Fraga, 1999), antibiose contra fitopatdégenos e ativacdo de sistemas de
resisténcia a doengas (Neilands & Leong, 1986).

Em arroz, a associacdo com bactérias diazotréficas tem sido
verificada especialmente em cultivares primitivas (Barraquio et al., 1997). Pela
falta de conhecimento, a interagéo entre as plantas e bactérias promotoras de
crescimento nao foi levada em consideracdo nos processos de melhoramento
vegetal, e os gendtipos de arroz, utilizados na atualidade, provavelmente sejam
menos responsivos a associagdo com tais bactérias. Recentemente, os
trabalhos tém buscado genétipos que interajam melhor com os microrganismos
benéficos (Verma et al., 2001). Um estudo, com seis cultivares de arroz,
mostrou que todos os isolados testados incrementaram a producéo de matéria
seca da parte aérea de plantas cultivadas em tubos com solugcédo nutritiva
esterilizada. No entanto, estas respostas foram diferenciadas entre as
cultivares (Yanni et al., 2001). Outros estudos tém demonstrado que a
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habilidade na promocao de crescimento de algumas bactérias pode ser
especifica para cada espécie, cultivar ou variagdo genética (Nowak, 1998).
Mesmo assim, ainda ha uma caréncia de trabalhos que mostrem a interacao
dos rizébios com diferentes genétipos de arroz e ndo se sabe se as cultivares
de arroz utilizadas no Estado do Rio Grande do Sul respondem a inoculacao
com rizobios, e ainda, em que proporgao.

O objetivo deste trabalho é avaliar a promogcao de crescimento de
quatro cultivares de arroz por seis estirpes de rizobios, nodulantes em plantas
do género Lotus e Trifolium, isolados de diferentes solos do sul do Brasil.

Material e Métodos

Quatro cultivares de arroz — IRGA 409, IRGA 417, IRGA 422CL e
IRGA 424 foram utilizadas. A cultivar IRGA 409 é muito utilizada pelos
agricultores porque apresenta resisténcia a bruzone, doenga causada pelo
fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc = Magnaporthe grisea Batrr., e toleréncia
a toxidez por ferro. A cultivar IRGA 417 apresenta alta precocidade, alta
produtividade, elevada qualidade de graos e alto vigor inicial das plantulas,
além de ser bem adaptada a todas as regides de cultivo de arroz do Rio
Grande do Sul. A cultivar IRGA 422CL é muito utilizada por apresentar
resisténcia ao herbicida Only® (imazethapyr + imazapic), num sistema de
producdo que permite o controle de arroz vermelho (Oryza sativa). A cultivar
IRGA 424, lancada recentemente, apresenta grande desempenho em todas as
regides do Rio Grande do Sul, pela sua alta produtividade e qualidade industrial
de graos, além de apresentar tolerancia a toxidez por ferro e resisténcia a
bruzone (SOSBAI, 2007). As estirpes de rizdbios utilizadas neste estudo
(Tabela 4.1) cresceram em meio levedura-manitol (YM), incubado a 28°C por
trés dias (Somasegaran & Hoben, 1994).

Foram realizados trés experimentos, na Faculdade de Agronomia,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, para a
avaliacdo da capacidade e da eficiéncia dos rizobios em promover o
crescimento de arroz. Os delineamentos experimentais foram inteiramente
casualizados, em esquema bifatorial, com trés repeticdes. O primeiro
experimento teve por finalidade avaliar, em laboratério, o efeito da inoculagao

dos rizObios sobre a germinacdo das sementes das cultivares de arroz
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estudadas. As sementes foram desinfestadas com alcool (70%), hipoclorito de
sédio (0,3%) e lavadas com agua destilada esterilizada. Apos, foram
distribuidas cinglienta sementes de arroz em placas de petri com papel toalha,
esterilizados em autoclave. A inoculacao foi realizada com 5 mL de caldo das
culturas de bactérias crescidas por 24 horas. O tratamento controle (sem
inoculag&o) constituiu-se da adicdo de 5 mL de meio levedura manitol liquido
esterilizado em autoclave. As placas foram colocadas em estufa a 28°C e, a
cada 24 horas, as sementes germinadas foram contadas e retiradas, tendo sido
avaliadas durante seis dias. A germinacao inicial (Gl) foi determinada pela
razao entre 0 numero de sementes germinadas na primeira avaliagdo em que
detectou-se sementes germinadas e o numero total de sementes germinadas,
ao final das seis avaliagdes. A germinacao final (GF) foi calculada pela razéo
entre o numero de sementes germinadas no final do periodo de incubacao e o

numero total de sementes colocadas para germinar.

TABELA 4.1. Estirpes de rizébios utilizadas

Estirpe Leguminosa hospedeira Municipio Fonte
UFRGS-1TV  T. vesiculosum Dom Pedrito (RS) Bredow, 2005
UFRGS-VP16 Trifolium repens Veranopolis (RS)  Bredow, 2005
UFRGS-Lg111 Lotus glaber Porto Alegre (RS) Fontoura, 2007
UFRGS-Lc336 L. corniculatus Hulha Negra (RS) Frizzo, 2007
UFRGS-Lc348 L. corniculatus Hulha Negra (RS) Frizzo, 2007
EEL1183U L. uliginosus Lages (SC) Brose, 1992

No segundo experimento, em condi¢gdes axénicas, as sementes de
cada cultivar foram desinfestadas superficialmente, pré-germinadas e
plantadas (seis sementes) em vasos plasticos de 500mL, contendo mistura
autoclavada de vermiculita e areia (2:1), tratada neste estudo como substrato
esterilizado. Foi realizado desbaste, deixando-se apenas duas plantulas por
vaso. Aos sete dias, as plantas foram inoculadas com 5 mL da cultura
bacteriana, crescida em meio YM. As plantas do tratamento controle receberam
5 mL de meio YM esterilizado. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas diariamente com solu¢do nutritiva esterilizada diluida a

50% (Sarruge, 1975). Aos 37 dias, as plantas foram cortadas, rente ao



35

substrato. A parte aérea e o sistema radicular foram secos a 65°C até atingir
matéria constante, para determinacdo da matéria seca da parte aérea e de
raizes.

No terceiro experimento foram utilizados vasos plasticos de 2,5L
contendo 1,7kg de solo, coletado na profundidade de 0-20cm, em area de
varzea com pastagem nativa, no municipio de Cacgapava do Sul. O dados da
analise de solo sdo os seguintes: argila = 20%, pHuzo = 5,2, indice SMP = 6,0;
P =8 mg dm?, K = 95 mg dm™, matéria organica = 3,8%, Al = 0,6 cmol, dm?,
Ca = 7,9 cmol, dm™, Mg = 3,0 cmol. dm®, S = 6,1 mg dm™, Zn = 1,9 mg dm™®,
Cu=1,7mgdm> B =0,4 mgdm® Mn =45 mg dm™. O solo foi misturado com
super fosfato simples e cloreto de potassio, equivalente a 45 e 25 mg kg'de
P.Os e K,O, respectivamente, de acordo com o manual de recomendacao de
calagem e adubacédo para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(CQFS, 2004), considerando densidade do solo igual a um (1).

O solo foi alagado por 16 dias antes da semeadura, mantendo-se
uma lamina de 5 cm acima do nivel do solo. As sementes de cada cultivar
foram tratadas como descrito acima e semeadas (seis sementes). Antes da
semeadura, as sementes foram imersas em caldo contendo os rizébios, por 10
a 15 minutos, com excecao dos tratamentos controle, onde as sementes foram
imersas em agua destilada esterilizada. Apés 10 dias, foi realizado desbaste
para trés plantas por vaso e aplicado nitrogénio, na forma de solugédo de uréia
(760 mg L"), equivalendo a 40kg N ha’. Utilizaram-se dois tratamentos
controles ndo inoculados, um com adigéo de nitrogénio, equivalente a 40 kg ha’
' de N por hectare, e outro com adicdo de 80 kg ha™'. Apés a fertilizagdo, as
condicoes de inundacao foram reestabelecidas. Trinta dias apds a semeadura,
foi realizada a segunda aplicagdo de nitrogénio, conforme descrita
anteriormente. Sessenta dias ap6s a semeadura, foi contado o numero de
perfilhos por planta e as plantas foram cortadas rente ao solo. A parte aérea
das plantas foi seca a 65°C, até obtencdo de matéria constante, para
determinacao da matéria seca da parte aérea por planta.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e quando significativa, foram realizados testes de médias Scott-
Knott, com 10% de probabilidade de erro, pelo software Sysvar 4.6 (Ferreira,

2000). Determinou-se também a eficiéncia relativa da inoculagdo dos rizobios
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no crescimento da parte aérea das plantas de arroz, via uma modificacdo do
método de Brockwell et al. (1966), que originalmente, determina a eficiéncia
relativa da fixacdo de nitrogénio por isolados de rizobios em plantas
leguminosas. Para determinar este parametro, utilizou-se as matérias secas da
parte aérea produzidas pela inoculacdo com o rizébio e dos tratamentos
controle. O valor foi obtido pelo quociente entre a diferenca entre o tratamento
inoculado (MSPAinocuiacao) € 0 controle com 40 kg ha™' de nitrogénio (MSPA4on)
e a diferenca entre o controle com 80 kg ha” de nitrogénio (MSPAgn) € 0
controle com 40 kg ha™ de nitrogénio (MSPA4on), de acordo com a equagao 1.

MEPAinpculagio ~M5Pd 0N
MEPA, o —MEPA,

Eficiéncia relativa (%) = ( ) x 100 (Equacéo 1)

Resultados e discussao

Observou-se que, no segundo dia de avaliagdo, a germinacédo das
sementes de arroz das cultivares IRGA 409, IRGA 417 e IRGA 424 ja havia
comecado (Figura 4.1), enquanto que nas da cultivar IRGA 422CL s6 iniciou no
terceiro dia. O numero de sementes germinadas das cultivares IRGA 409 e
IRGA 424 ndao aumentou mais a partir do quarto dia, e as das cultivares IRGA
417 e IRGA 422CL a partir do sexto dia (Figura 4.1). O valor da germinacao
inicial foi obtido no segundo dia de incubagédo para as cultivares IRGA 409,
IRGA 417 e IRGA 424. Ja para a cultivar IRGA 422CL considerou-se o valor
obtido no terceiro dia de incubacgao.

A inoculacdo com rizobios ndo alterou o poder germinativo das
sementes de arroz, caracteristica inerente a semente, porém interferiu na
velocidade de germinagdo. Ao se fazer a média da germinacdo inicial,
proporcionada pela inoculacdo com rizdbios, e compara-la com a da
germinacdo inicial no tratamento controle, observou-se uma aceleragcao do
processo de germinacao devido a inoculacdo. Verificou-se que na cultivar IRGA
424, no segundo dia de avaliacdo, a inoculagao proporcionou um aumento de
18,9% na germinacao. Para a cultivar IRGA 422CL, no segundo dia ainda nao
haviam sido observadas sementes germinadas. No entanto, no terceiro dia, as
sementes inoculadas com rizébios haviam germinado 10,8% a mais do que as

sementes ndo inoculadas (Tabela 4.2).
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FIGURA 4.1. Efeito da inoculacao com rizobios na germinacao de
sementes de arroz das cultivares IRGA409, IRGA417, IRGA422 e IRGA424.

Ao analisar-se, isoladamente, o efeito de cada rizdbio na germinacao
das sementes de arroz, observou-se que alguns isolados estimularam a
germinagéo e outros ndo (Tabela 4.2). Nas sementes da cultivar IRGA 409, os
rizobios UFRGS-Lg111 e UFRGS-Lc336 aumentaram a germinagdo, em
relacdo ao controle que nao recebeu inoculacao, ja no segundo dia. O isolado
UFRGS-Lg111 induziu um acréscimo de 19,5% na germinacdo e o UFRGS-
Lc336, um acréscimo de 8,6%. As sementes da cultivar IRGA 417 germinaram
mais rapidamente quando inoculadas com os isolados UFRGS-1TV, UFRGS-
Lg111, UFRGS-Lc348 e EEL1183. O aumento médio na germinacao foi de
4,8%. Para as sementes da cultivar IRGA 422CL, observou-se que a
inoculacao com os isolados UFRGS-Lc348 e EEL1183 aumentou a germinacao
em mais de 17%. Ainda nas sementes desta mesma cultivar, os rizébios
UFRGS-1TV, UFRGS-VP16 e UFRGS-Lg111 também estimularam a
germinagéo, porém de forma menos pronunciada. A germinagédo das sementes
da cultivar IRGA 424 foi estimulada por todos os rizébios testados. Os isolados
UFRGS-1TV, UFRGS-Lg111, UFRGS-Lc336 e UFRGS-Lc348 foram
responsaveis por incrementos superiores a 18% na germinacao das sementes

desta cultivar.
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TABELA 4.2. Germinacao inicial e final de sementes de quatro cultivares de arroz, inoculadas com seis isolados de rizobios

nativos do sul do Brasil.

IRGA 409 IRGA 417 IRGA 422CL IRGA 424
Rizébios Gl GF* Gl GF GP GF Gl GF
- SRR
UFRGS-1TV 20,9 c* 96,0 26,7 a 96,0 55,6 b 84,0™ 85,8 a 93,3"™
UFRGS-VP16 17,8 ¢ 95,3 23,0b 97,3 53,9b 85,3 80,4 b 92,0
UFRGS-Lg111 40,3 a 96,0 28,0 a 95,0 53,6 b 87,3 914 a 93,3
UFRGS-Lc336 29,4 b 95,3 23,0b 96,6 45,4 c 80,7 88,7 a 94,0
UFRGS-Lc348 17,6 C 91,3 29,3 a 96,6 61,6 a 86,7 91,2a 90,0
EEL1183 16,6 C 96,7 26,0 a 96,3 62,5 a 85,3 80,4b 95,3
Controle 20,8 c 96,0 22,7b 95,3 446 ¢C 86,7 67,4 C 94,0
Média* 23,8 95,1 26,0 96,3 55,4 84,9 86,3 93,0
Diferenca® 3,0 -0,9 3,3 1,0 10,8 1,8 18,9 -1,0

! Germinagao inicial: % de sementes germinadas no segundo dia, em relacdo as sementes germinadas no sexto dia; > Germinagao final: % de sementes
germinadas no sexto dia, em relagdo ao numero total de sementes; A germinacao inicial na cultivar IRGA 422CL foi considerada no terceiro dia de avaliagao; 4
Média dos tratamentos que receberam inoculagéo com rizébios; ° Diferenca entre a média dos tratamentos inoculados e do tratamento controle, sem inoculacéo,
* médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.
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A inoculagdo com os isolados de rizdbios promoveu o crescimento
das quatro cultivares de arroz, em condigcbes axénicas. Todas as estirpes
aumentaram a matéria seca da parte aérea (Tabela 4.3) da cultivar IRGA 409,
em relagdo ao tratamento sem inoculagdo. No entanto, a matéria seca das
plantas da cultivar IRGA 422 aumentou apenas com a inoculagao dos isolados
UFRGS-1TV, UFRGS-VP16, UFRGS-Lc336 e EEL1183. Ja para a cultivar
IRGA 424, os isolados UFRGS-1TV, UFRGS-Lg111, UFRGS-Lc336 e UFRGS-
Lc348 foram os que estimularam o crescimento da parte aérea.

Os isolados que apresentaram incremento no crescimento da parte
aérea de arroz proporcionaram um aumento médio de 31,1%, 11,6% e 30,9%
para as cultivares IRGA 409, IRGA 422 e IRGA 424, respectivamente.
Surprendentemente, a producdo de matéria seca das plantas da cultivar IRGA
417 nao foi estimulada por nenhum rizébio testado. Estes resultados indicam
que existem diferencas na interacao entre as cultivares de arroz e as bactérias
testadas no que diz respeito ao estimulo ao crescimento da parte aérea das
plantas. Em estudo realizado por Yanni et al. (2001), resultados similiares
foram encontrados. Esses autores observaram que entre seis cultivares de
arroz testadas, apenas duas se destacaram, ao terem o comprimento da parte
aérea aumentado pela inoculacdo com rizébios. Na interagdo com a cultivar
IRGA 417, ou os rizébios nao produzem substdncias promotoras de
crescimento de parte aérea ou eles ndo conseguem colonizar a parte aérea
das plantas desta cultivar, da mesma forma que os isolados UFRGS-Lg111 e
UFRGS-1TV colonizam a cultivar IRGA 424 (Osorio Filho et al., 2009).

Em relacdo ao desenvolvimento radicular das plantas, observou-se
que poucos isolados foram capazes de aumentar a matéria seca das raizes
nas quatro cultivares de arroz analisadas (Tabela 4.3). A cultivar IRGA409 teve
a matéria seca de raizes incrementada quando inoculada com o isolado
UFRGS-Lc336, em comparacao com o tratamento nao inoculado. Neste caso,
o incremento foi de 142%. Os rizébios UFRGS-1TV, isolado de trevo vesiculoso
e UFRGS-VP16, isolado de trevo branco, foram capazes de estimular o
crescimento das raizes das plantas da cultivar IRGA417, com aumento de 55 e
24%, repectivamente. No entanto, para as plantas da cultivar IRGA422CL, a
matéria seca radicular apresentou aumentos de 156 e 118%, quando
inoculadas com os isolados UFRGS-VP16 e EEL1183, respectivamente.
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TABELA 4.3. Producao de matéria seca da parte aérea e da raiz de plantas
de quatro cultivares de arroz, cultivadas em vasos com substrato
esterilizado, inoculadas com rizobios nativos do sul do Brasil.

Cultivares de arroz

Rizoébio inoculado
IRGA 409 IRGA 417 IRGA 422CL IRGA 424

UFRGS-1TV 271 a** 273" 326 a* 308 b*
UFRGS-VP16 254 a 273 331 a 264 c
UFRGS-Lg111 264 a 304 245Db 325b
UFRGS-Lc336 271 a 326 323 a 383 a
UFRGS-Lc348 269 a 302 283 b 324 b

EEL1183 284 a 322 345 a 260 c
Controle 205 b 269 297 b 256 c
Ccv 11,06 18,13 8,49 14,51
........matéria seca da raiz (mg planta™)............

UFRGS-1TV 295 b* 634 a* 528 b* 381 b*
UFRGS-VP16 378 b 508 a 813 a 373 b
UFRGS-Lg111 289 b 331b 554 b 482 a
UFRGS-Lc336 516 a 337 b 382 c 462 a
UFRGS-Lc348 261 b 360 b 353 ¢ 413 b

EEL1183 334 b 339b 693 a 392b
Controle 213b 373 b 318c 375b
cv 25,39 22,82 20,29 17,15

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade de erro; ** médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de
Scott Knott a 10% de probabilidade de erro; ns diferenga néo significativa entre médias.

A matéria seca radicular da cultivar IRGA424 foi incrementada em
29 e 23%, quando as plantas foram inculadas com os rizébios UFRGS-Lg111 e
UFRGS-Lc336, respectivamente. Observa-se que o sistema radicular das
plantas de todas as cultivares foi estimulado pela inoculacdo com rizébios. No
entanto, da mesma forma que o observado para a parte aérea, houve
diferencas no efeito da inoculacdo por diferentes rizébios, indicando a

existéncia de diferentes interacdes entre planta e microrganismo. Estes
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resultados concordam com os de Yanni et al. (2001), que observaram
diferentes interacées entre cultivares de arroz e isolados de rizébios, no
estimulo do volume radicular de plantas de arroz. Outra similaridade com este
estudo diz respeito ao fato de os isolados que mais incrementaram o
crescimento da parte aérea em uma cultivar, ndo necessariamente, foram os
melhores em estimular o crescimento radicular na mesma cultivar.

As diferencas em interagcbes entre plantas de arroz e
microrganismos também foram levantadas em outros trabalhos. Diferentes
populacdes de bactérias diazotréficas foram encontradas em duas cultivares de
arroz, EEA 406 e IRGA 419, em condicbes similares de cultivo, em uma
pesquisa realizada por Silva et al. (2004). Estes autores observaram um
incremento significativo nas populacées de diazotréficos na cultivar EEA-406.
Em outra pesquisa, Khalid et al. (2004) observaram que dois cultivares de arroz
responderam diferentemente a inoculacao com diferentes rizobactérias. Eles
sugerem que a variacao nas respostas pode ser devido as diferengas genéticas
entre as cultivares.

Quando as diferentes cultivares de arroz foram cultivadas em solo,
com populagdo microbiana estabelecida, verificou-se que a promocao de
crescimento pela inoculagcao com rizdbios apresentou resultados diferentes aos
observados em cultivo em substrato esterilizado (Tabela 4.4),
semelhantemente ao observado por Yanni et al. (2001). Apenas a cultivar IRGA
424 apresentou resposta a inoculacdo com os isolados de rizébios. Ao se
comparar com o tratamento controle, que recebeu a mesma dose de nitrogénio
dos tratamentos inoculados, percebeu-se que todos os isolados estimularam o
crescimento da planta, e com conseqliente acumulo de matéria seca na parte
aérea. Além disso, o isolado UFRGS-Lc348 foi tao eficiente na promocao de
crescimento, que nao diferiu estatisticamente do tratamento controle que
recebeu o dobro da adubacgdo nitrogenada. Esse isolado apresentou uma
eficiéncia relativa de 88,4% em relacdo aos tratamentos sem inoculagao. Os
demais rizobios apresentaram eficiéncia superior a 47,4% (Figura 4.2).

O bom desempenho que os isolados de rizobios apresentaram na
promocéao de crescimento de arroz, quando inoculados em solo, mostra que os
microrganismos conseguem competir com a microflora estabelecida no solo,

uma vez que nao foi realizada esterilizagdo. De fato, um importante requisito
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para o uso agronémico de rizébios como promotores de crescimento de arroz é

a habilidade da bactéria em sobreviver em condi¢ées competitivas (Tan et al.,

2001).

TABELA 4.4. Producao de matéria seca da parte aérea e perfilhamento de

plantas de quatro cultivares de arroz, cultivadas em vasos com solo,

inoculadas com rizobios nativos do sul do Brasil.

Rizoébio inoculado

Cultivares de arroz

UFRGS-1TV
UFRGS-VP16
UFRGS-Lg111
UFRGS-Lc336
UFRGS-Lc348

EEL1183
Controle (40 kg N ha™)
Controle (80 kg N ha™)

CVv

UFRGS-1TV
UFRGS-VP16
UFRGS-Lg111
UFRGS-Lc336
UFRGS-Lc348

EEL1183
Controle (40 kg N ha™)
Controle (80 kg N ha™)

CVv

IRGA 409 IRGA 417 IRGA422CL IRGA 424
.......... matéria seca da parte aérea (mg planta’™) .......
2.669 b* 2.329 b 1.985Db 2.264 b
2.287 ¢ 2.246 b 2.358 b 2.466 b
2.651b 2.405b 2.140b 2.245Db
2.461 c 2.395b 2.029b 2.265b
2.391 ¢ 2199 b 2.325Db 2.635a
2.619b 2177Db 2109 b 2395 Db
2.647 b 2.315b 2.200b 1.794 c
3.116 a 2.792 a 2.730 a 2.745 a

11,64 9,36 9,30 11,38
....................... perfilhos planta™ .......................
522 b 522b 522b 7,11Db
522 b 4,67 b 5,56 b 7,89 a
6,00 a 4,78 b 5,56 b 8,22 a
5,00b 4,78 b 6,22 a 7,67 a
5,00b 533Db 4,78 b 8,56 a
5,00b 5,00b 5,89 a 8,78 a
522 b 5,00 b 522b 5,78 c
6,33 a 6,00 a 6,78 a 8,89 a
13,73 9,97 11,66 12,06

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade de erro;

Por ndo formarem ndédulos em plantas ndo-leguminosas, os rizdbios

nao fixam nitrogénio quando em associacdo com essas plantas. No entanto,
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esse incremento no crescimento da parte aérea pode ser devido ao melhor
aproveitamento dos nutrientes do solo, como o nitrogénio (Tien et al., 1979;
Yanni et al., 1997; Biswas et al.,, 2000; Matiru & Dakora, 2004). Trabalhos
mostram que um dos mecanismos de promogao de crescimento de plantas
pelos rizébios € a producdo de hormdnios vegetais, como o acido indol acético
(AlA) (Yanni et al., 2001; Chi et al., 2005). Este horménio estimula o
crescimento de raizes (Senthilkumar et al., 2006), o0 que aumenta a eficiéncia
do aproveitamento dos nutrientes do solo, pois estimula o crescimento do
sistema radicular, como observado para a cultivar IRGA 424 no experimento
com substrato esterilizado. Dessa forma, o uso de rizobios em lavouras de
arroz pode ser uma alternativa para a diminuicdo da adubacao nitrogenada,
reduzindo os custos para o agricultor e a contaminacao de recursos hidricos
com nitrato, problema muito comum em areas agricolas de elevada utilizacao

de fertilizantes nitrogenados.
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FIGURA 4.2. Eficiéncia relativa de isolados de rizébios nativos do sul do
Brasil em promover o acumulo de matéria seca da parte aérea de plantas
de arroz da cultivar IRGA 424, aos sessenta dias apos a semeadura, em
vasos com solo, em casa de vegetacao.
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Entre as cultivares de arroz estudadas, observa-se que algumas séo
relativamente mais responsivas a inoculagdo com rizébios (Tabela 4.5). As
plantas da cultivar IRGA 417 nao foram estimuladas pelos rizébios para
incrementar a producao de matéria seca, tanto em substrato esterilizado,
guanto no solo, assim como o perfilhamento. Por outro lado, a cultivar IRGA
424 foi altamente responsiva aos rizobios nestes esperimentos. Pela
inoculagdo de rizébios, esta cultivar teve incrementos na velocidade de
germinacdo, na producdo de matéria seca da parte aérea, em substrato
esterilizado e no solo, na producédo de raizes e no perfilhamento. A cultivar
IRGA 424 apresenta elevado potencial, tanto para futuros estudos com rizébios
como promotores de crescimento, quanto para utilizacao destas bactérias pelos
agricultores.

TABELA 4.5. Incrementos percentuais na germinacao, na parte aérea, ho
sistema radicular e no perfilhamento de plantas de quatro cutivares de
arroz inoculadas com rizébios nativos do Rio Grande do Sul.

Rizébio Cultivares de arroz
inoculado IRGA409 IRGA417 IRGA422CL IRGA424
.................................... germinagao (%) «.eeeeeevereeeeeeeriiiieeeeeeens
UFRGS-1TV ns 17,6 24,7 27,3
UFRGS-VP16 ns ns 20,9 19,3
UFRGS-Lg111 93,8 23,3 20,2 35,6
UFRGS-Lc336 41,3 ns ns 31,6
UFRGS-Lc348 ns 29,1 38,1 35,3
EEL1183 ns 14,5 40,1 19,3
...... matéria seca da parte aérea (substrato esterilizado) .....
UFRGS-1TV 32,2 ns 9,8 20,3
UFRGS-VP16 23,9 ns 11,4 ns
UFRGS-Lg111 28,8 ns ns 27,0
UFRGS-Lc336 32,2 ns 8,8 49,6
UFRGS-Lc348 31,2 ns ns 26,6

EEL1183 38,5 ns 16,2 ns
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UFRGS-1TV
UFRGS-VP16
UFRGS-Lg111
UFRGS-Lc336
UFRGS-Lc348

EEL1183

UFRGS-1TV
UFRGS-VP16
UFRGS-Lg111
UFRGS-Lc336
UFRGS-Lc348

EEL1183

UFRGS-1TV
UFRGS-VP16
UFRGS-Lg111
UFRGS-Lc336
UFRGS-Lc348

EEL1183

............. matéria seca da raiz (substrato esterilizado) ...........

ns 70,0 66,0 ns

ns 36,2 155,7 ns

ns ns 74,2 28,5
142,3 ns ns 23,2

ns ns ns ns

ns ns 117,9 ns

.................. matéria seca da parte aérea (solo) .................

ns ns ns 26,2

ns ns ns 37,5

ns ns ns 25,1

ns ns ns 26,3

ns ns ns 46,9

ns ns ns 33,5

............................... perfilhamento (SOl0) ...,

ns ns ns 23,0

ns ns ns 36,5
14,9 ns ns 42,2

ns ns 19,2 32,7

ns ns ns 48,1

ns ns 12,8 51,9

O entendimento das interagcdes entre as cultivares de arroz e

rizobios € de fundamental importancia para que no futuro se possa utilizar

inoculantes a base de rizobios, especificos para cada cultivar, ou mesmo, para

se recomendar ou nao a pratica da inoculacdo em arroz, dependendo da

cultivar utilizada. Espera-se a viabilidade da pratica de uso dos rizobios nas

lavouras de arroz para aumentar a producdo deste cereal, diminuindo os

problemas ambientais pelo uso de fertilizantes nitrogenados e diminuindo os

custos econbmicos para o produtor de arroz, buscando dessa forma, a

sustentabilidade do sistema de producao de arroz.
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Conclusoes

- A inoculagéo das cultivares de arroz com os isolados de rizdbios
produz respostas diferenciadas, indicando a existéncia de diferentes interacoes

entre as plantas e os microrganismos;

- A inoculacdo com rizébios testados acelera o processo de
germinagcao de sementes de arroz, sendo o isolado UFRGS-Lg111 capaz de

estimular a germinacgéo de todas as cultivares de arroz estudadas;

- Observam-se diferencas nas interagdes entre os isolados de
rizObios e as cultivares de arroz, quando as plantas sédo cultivadas em
substrato esterilizado e em solo. Apenas a cultivar IRGA 424 responde a
inoculagédo quando o cultivo é realizado no solo.
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5. ESTUDO Il

Promocao de crescimento de arroz por rizobios em diferentes niveis de
adubacao nitrogenada

Introducao

O nitrogénio (N) € um elemento fundamental para todas as células
vivas, fazendo parte de muitas moléculas organicas, como aminoacidos e
proteinas. Representa cerca de 3,5% da matéria seca vegetal (CQFS-RS/SC,
2004) e é demandado em grandes quantidades pelas culturas agricolas
(Matson et al., 1998). A aplicacdo de N no solo € uma das praticas
responsaveis pelos altos indices de produtividade das culturas agricolas. No
entanto, o N aplicado no solo esta sujeito a transformagdes e movimentagdes
no perfil do solo em fungéo da atividade microbiana, do clima, das propriedades
quimicas e fisicas do solo, e mesmo, do estadio fenolégico da planta.
Dependendo destes fatores, grande parte do N aplicado no solo pode nao ser
aproveitada pela planta, e ser perdida para o ambiente (Raun & Johnson,
1999). Nas areas de arroz irrigado, uma das principais formas de perda de
nitrogénio é a volatilizagcdo de amdnia, ocorrendo poucos dias apds a aplicacdo
(Duarte et al, 2007). O nitrogénio que é perdido do sistema solo-planta, logo
apds as adubacbes nitrogenadas, pode, em outros ambientes, ser um
contaminante. E o caso das contaminacgdes dos recursos hidricos com nitrato,
que causam desequilibrios ambientais e pdéem em risco as populagbes
humanas (Schréder et al., 2000).

Neste contexto, os rizobios sdo extremamente importantes na

agricultura porque fixam nitrogénio da atmosfera, transferindo-o as plantas e ao
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solo. Os rizébios vivem em simbiose com plantas leguminosas, formando
nédulos radiculares, onde a enzima nitrogenase fica protegida do oxigénio, cuja
presenca diminui a eficiéncia da enzima em fixar o nitrogénio (Sandowsky et
al., 1995). Atualmente, a soja cultivada no Brasil ndo recebe nenhuma forma de
adubacao nitrogenada, gragas a inoculagdo com rizébios do género
Bradyrhizobium (Campo & Hungria, 2004; Giongo et al., 2008).

Em plantas ndo-leguminosas, os rizébios nao formam ndédulos e
nao fixam nitrogénio atmosférico. Por outro lado, estudos recentes vém
demonstrando que os rizobios podem ser capazes de colonizar caules e folhas
de plantas como o arroz, o milho, o trigo e a canola, entre muitas outras
(Biswas et al., 2000; Chaintreuil et al., 2000; Singh et al, 2006; Perrine-Walker
et al, 2007; Roesch et al., 2007). Vivendo endofiticamente, os rizébios podem
estimular o crescimento das plantas pela producao de substancias hormonais,
principalmente auxinas (Biswas et al., 2000; Mantelin & Touraine, 2004; Chen
et al., 2005), a solubilizacdo de fosfatos (Rodriguez & Fraga, 1999), e a
protecao das plantas contra patégenos (Mishra et al., 2006; Dutta et al., 2007).

A entrada dos rizébios em plantas de arroz se da por aberturas
radiculares devido a emergéncia de raizes secundarias. Do sistema radicular,
essas bactérias ascendem via xilema para a parte aérea (Reddy et al, 1997;
Yanni et al, 1997). Em arroz, os rizbbios podem acelerar a germinagao das
sementes, estimular o crescimento radicular, melhorar a absorcdo de
nutrientes, estimular o crescimento da parte aérea e aumentar o rendimento de
graos (Yanni et al., 1997; Yanni et al., 2001; Biswas et al., 2000). A promocéao
no crescimento e no desenvolvimento de arroz é atribuida a producao de acido-
indol-acético (AIA) pelos rizébios, que pode ocorrer por quatro vias
metabdlicas: a rota de indol-3-acetamida (IAM), a rota dos indol-3-piruvato
(IPyA), a rota da triptamida (TAM), e a rota do indol-acetonitrilo (IAN). O
precursor inicial da sintese de AIA, utilizado por todas estas rotas, é o
aminoacido triptofano (Spaepen et al., 2007).

Apesar de nao fixar nitrogénio quando associados com arroz, 0s
rizbios podem estimular o crescimento radicular e aumentar o aproveitamento
dos nutrientes do solo, como o nitrogénio. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
promogao de crescimento que os rizobios proporcionam em plantas de arroz

fertilizadas com diferentes doses de nitrogénio.
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Material e Métodos

Realizou-se um experimento com vasos plasticos com solo em casa
de vegetacdo, no Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticées
em esquema bifatorial. O solo foi coletado em area de campo nativo no
municipio de Cacgapava do Sul, na profundidade de 0 a 20 cm, sendo peneirado
em malha de 20 mm. Os dados da analise de solo sdo 0s seguintes: argila =
20%, pHhzo = 5,2, Indice SMP = 6,0; P = 8 mg dm™, K = 95 mg dm™, matéria
organica = 3,8%, Al = 0,6 cmol, dm™, Ca = 7,9 cmol, dm™, Mg = 3,0 cmol. dm™,
S =6,1 mgdm® Zn=1,9mgdm® Cu=1,7mgdm?® B =0,4 mgdm? Mn =
45 mg dm™. O solo foi fertilizado com superfosfato triplo e cloreto de potassio
na dose de 219 e 86 mg kg™ de solo, respectivamente, equivalendo a 90 kg ha
' de P,0s e 50 kg ha™" de K20, de acordo com as recomendacdes de calagem e
adubacao para o Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS, 2004). Os vasos
foram perfurados na lateral inferior, para controle da drenagem usando-se uma
rolha de silicone de 20 mm de diametro. Os vasos foram alagados por 11 dias,
sendo realizada a manutencao da lamina de agua em 3 cm acima do nivel do
solo.

Utilizou-se a cultivar de arroz IRGA424 que foi langcada
recentemente para todo o estado do Rio Grande do Sul, e se destaca pela alta
produtividade e qualidade industrial de graos, além de apresentar tolerancia a
toxidez por ferro e resisténcia a bruzone (SOSBAI, 2007). Os tratamentos
foram as combinacdes entre rizébios e doses de nitrogénio em cobertura. Os
isolados de rizébios utilizados foram UFRGS-Lc336, UFRGS-Lc348, UFRGS-
Lc398, oriundos de Hulha Negra (RS), eficientes para Lotus corniculatus
(Frizzo, 2007); UFRGS-Lg111, oriundo de solo do municipio de Porto Alegre
(RS), eficiente para L. glaber, UFRGS-Ls36, isolado de solo do municipio de
Mostardas, RS, eficiente para L. subbiflorus (Fontoura, 2007); EEL1183,
isolado em Lages (SC), eficiente para L. uliginosus (Brose, 1992); UFRGS-
VP16, isolado em Veranopolis (RS), eficiente para Trifolium repens e UFRGS-
1TV, oriundo de Dom Pedrito (RS), eficiente para T.vesiculosum (Bredow,
2005). As sementes foram inoculadas sendo colocadas em contato com o
caldo levedura manitol (LM) contendo o isolado crescido, por 10 minutos, e
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apds semeadas no solo. Foram utilizados tratamentos controle sem inoculagéao
sendo as sementes colocadas em contato com agua esterilizada. Cada vaso
recebeu 16 sementes, sendo realizado desbaste para duas plantas por vaso,
10 dias apds a semeadura. As doses de nitrogénio empregadas equivaleram a
0, 40, 80 e 160 kg ha', parceladas em duas aplicagdes, via solucdo com uréia,
nas respectivas concentragdes de 0; 0,378; 0,755 e 1,510 mg L. A primeira e
a segunda aplicacdo de nitrogénio ocorreram aos 10 e 30 dias apbs a
semeadura, respectivamente. Imediatamente apds a primeira fertilizacao
nitrogenada de cobertura, o solo foi mantido alagado, com reposicao periddica
de agua para manutencao da lamina em 3 cm acima do nivel do solo.

Aos 55 dias ap6s a semeadura, a parte aérea foi cortada, seca em
estufa a 65°C por 48 horas, pesada e moida. Determinou-se o teor de
nitrogénio no tecido (Tedesco et al., 1995). Para o célculo das quantidades de
nitrogénio absorvidas pelas plantas, multiplicou-se os valores de matéria seca
pelo teor deste elemento no tecido vegetal. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise da variancia, e quando significativa, foram realizadas

regressoes.

Resultados e Discussao

A inoculacdo com rizébios aumentou a producao de matéria seca da
parte area das plantas (Figura 5.1). Este estimulo no crescimento do arroz foi
maior com as doses de nitrogénio aplicadas, para todos os isolados testados.
O isolado UFRGS-VP16 destacou-se por estimular a producédo de parte aérea
de arroz em 21%, sem aplicacdo de nitrogénio. Com a aplicacéo de 160 kg ha™
de nitrogénio, o rizébio UFRGS-Lg111 incrementou em 60% a producao de
matéria seca da parte aérea. Na média entre todos os isolados testados, a
matéria seca da parte aérea foi incrementada pelos rizébios em 11, 22, 30 e
40%, nas doses de 0, 40, 80 e 160 kg ha' de nitrogénio, respectivamente.
Estes valores sdo superiores aos observados por Mishra et al. (2006), que
estudaram dois isolados de rizobios, em arroz, e obtiveram incremento de
5,14% na matéria seca da parte aérea das plantas. Estes autores também
observaram que os isolados produziram &cidos fendlicos, promovendo a
resisténcia das plantas de arroz ao ataque de Rhizoctonia solani. Em outros

trabalhos, foram observados aumentos de 19% (Biswas et al., 2000) e de 32%
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(Chi et al., 2005) na producao de matéria seca da parte aérea de plantas de

arroz inoculadas com diferentes estirpes de rizébios.
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FIGURA 5.1. Matéria seca da parte aérea de plantas de arroz (cultivar
IRGA 424), sem inoculacao e inoculadas com os rizobios UFRGS-Lc336
(A), UFRGS-Lc348 (B), UFRGS-Lc398 (C), UFRGS-LG111 (D), UFRGS-Ls36
(E), EEL1183(F), UFRGS-VP16 (G) e UFRGS-1TV (H), em doses crescentes
de nitrogénio.
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Os resultados obtidos mostram que o uso de rizébios permitiu a
producdo da mesma quantidade de matéria seca da parte aérea, em doses
menores de nitrogénio, em relagdo aos tratamentos sem inoculacdo. O isolado
UFRGS-Lc336, associado a uma dose de 60 kg ha' de nitrogénio,
proporcionou uma producao de matéria de parte aérea equivalente ao obtido
com a dose de 160 kg ha™ de nitrogénio, sem inoculacdo de rizébios (Figura
5.1A). Supondo que a produtividade de arroz esteja diretamente relacionada
com a producdo de matéria seca, pode-se dizer que a inoculagdo com o
isolado UFRGS-Lc336 proporciona uma economia na adubacdo nitrogenada.
Essa estimativa de economia de nitrogénio foi observada em todos os
tratamentos inoculados. Mesmo o isolado UFRGS-Lc398, que foi o menos
eficiente entre os rizdbios testados, proporcionou uma economia estimada de
63 kg ha™' de nitrogénio (Figura 5.1C).

A inoculagdo com os rizébios também estimulou o perfilhamento
(Figura 5.2). Em plantas, sem aplicagdo de nitrogénio, o isolado EEL1183
aumentou em 47% a emissao de perfilhos. Este mesmo rizébio também
estimulou a producdo de matéria da parte aérea, sem aplicacdo de nitrogénio.
Na dose de 160 kg ha” de nitrogénio, o isolado UFRGS-Lc336 estimulou o
perfilhamento em 96%. Na média entre todos os rizébios estudados, a emissao
de perfilhos foi incrementada pela inoculacao em 24, 16, 27 e 70%, nas doses
de 0, 40, 80 e 160 kg ha™' de nitrogénio, respectivamente. Quando se aplicou
160 kg ha', o nimero de perfilhos foi de seis por planta de arroz sem
inoculagédo, mas quando as plantas foram inoculadas com rizébios, a média do
numero de perfilhos por planta foi de dez. O aumento do numero de perfilhos
por planta € de extrema importancia para a produgdo de arroz, pois cada
perfilho podera formar uma panicula, gerando uma maior produgdo de
paniculas e maior rendimento de graos (SOSBAI, 2007). Em um estudo feito na
india, o nimero de paniculas de arroz aumentou em média 23,3% quando as
plantas foram inoculadas com estirpes de rizobios (Mishra et al., 2006).

Ao se ajustar a emissdo de perfilhos com o intervalo de doses de
nitrogénio testado, entre 0 e 160 kg ha', as equagdes mais adequadas so as
quadraticas, para todos os tratamentos. Percebe-se que até a dose de 80 kg
ha™', o nimero de perfilhos das plantas inoculadas pouco se altera, sendo

muito préximo ao numero de perfilhos do tratamento controle. No entanto, apos
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esta dose intermediaria, o numero de perfilhos aumenta significativamente,

chegando a dobrar no intervalo entre 80 e 160 kg ha™.
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FIGURA 5.2. Perfilhamento de arroz (cultivar IRGA 424), sem inoculacao e
inoculadas com os rizébios UFRGS-Lc336 (A), UFRGS-Lc348 (B), UFRGS-
Lc398 (C), UFRGS-LG111 (D), UFRGS-Ls36 (E), EEL1183 (F), UFRGS-VP16
(G) e UFRGS-1TV (H) em doses crescentes de nitrogénio.

Além da possivel economia que as estirpes de rizobios podem

proporcionar na cultura de arroz, referente ao uso de fertilizantes nitrogenados,
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estes resultados também mostram que a inoculacdo com estes microrganismos
melhora o aproveitamento do nitrogénio do solo. A quantidade de nitrogénio
absorvida e acumulada pela parte aérea das plantas de arroz aumentou com
as doses de nitrogénio (figura 5.3). Este incremento foi maior quando as
plantas foram inoculadas com os isolados de rizobios. Percebe-se que até a
dose de 80 kg ha™', a quantidade acumulada de nitrogénio na parte area das
plantas ndo inoculadas permaneceu préxima a 20 mg de nitrogénio por planta.
Entretanto, nas plantas inoculadas, o acumulo de nitrogénio na parte aérea
passou de 22 para 31 mg de nitrogénio por planta, neste mesmo intervalo de
doses nitrogenadas.
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FIGURA 5.3. Quantidade acumulada de nitrogénio, fésforo e potassio do
solo pela parte aérea de plantas de arroz (cultivar IRGA 424), sem
inoculacao e inoculadas com isolados de rizébios, em doses crescentes

de nitrogénio.

Nas condi¢cdes experimentais, estimou-se que, com uma dose de
nitrogénio de 79,8 kg ha™, é obtido 0 maximo incremento na absorcdo deste
elemento, devido a inoculagdo com rizébios. Este incremento, que é de 39%, é
muito proximo ao observado por Biswas et al. (2000), de 32,2%, quando estes

autores inocularam cinco estirpes de rizébios no arroz.
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Os resultados obtidos neste estudo reforcam o potencial de isolados
de rizdbios em promover o crescimento de plantas de arroz, concordando com
pesquisas realizadas em outros paises (Biswas et al., 2000; Yanni et al, 2001;
Chi et al., 2005; Mishra et al., 2006). O presente trabalho mostra que a
inoculacao de rizébios em arroz pode ter grande importdncia para 0s
orizicultores, pois com o elevado preco dos fertilizantes nitrogenados, a
economia com esses insumos significaria reducdo nos custos da lavoura e
aumento na renda agricola. Além disso, com a maior absor¢dao de nitrogénio
pelas plantas inoculadas, poderia se diminuir as perdas com a adubagao
nitrogenada e a consequente poluicdo ambiental.

Conclusoes
- Os rizdbios estudados aumentam a producdo de matéria seca da
parte aérea e o perfilhamento das plantas da cultivar de arroz IRGA 424 e, a

magnitude destes incrementos aumenta com as doses de nitrogénio aplicadas;

- A inoculagdo com rizobios no arroz aumenta a absorcdo de

nitrogénio mineral do solo;

- Os rizbbios testados apresentam potencial para serem utilizados
em inoculagéo na cultura do arroz, visando estimular o crescimento das plantas

e diminuir as adubacdes nitrogenadas.
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6. ESTUDO IV

Producao de acido indol acético e colonizacao de plantas de I6tus (Lotus
corniculatus), trevo vesiculoso (Trifolium vesiculosum) e arroz (Oryza
sativa) por rizobios nativos do sul do Brasil

Introducao

O sul do Brasil é responsavel por mais da metade da producao de
arroz do pais, sendo que nessa regido, o cultivo de arroz esta situado em
relevo plano, com irrigagdo por inundacdo. A produtividade de arroz nessas
areas depende de elevadas doses de fertilizantes nitrogenados. Com a
elevacao dos precos destes insumos a nivel mundial, a cultura do arroz tem se
tornado muito onerosa para os agricultores. Além disso, as perdas de
nitrogénio do sistema solo-planta, em virtude do uso de altas doses de
nitrogénio no solo, sao responsaveis pela contaminacao de recursos hidricos e
pelo aumento do efeito estufa (Bhattacharjee et al., 2008).

Nas areas de producdo de arroz, a criacdo de bovinos na
entressafra € pratica comum nessa regido do Brasil. No entanto, em virtude do
relevo e do inverno chuvoso, o estabelecimento de pastagens é uma pratica
dificil (Marchezan et al, 2002). Por outro lado, espécies leguminosas
forrageiras, como as pertencentes as género Trifolium e Lotus, e sua sua
simbiose com rizobios, tem sido avaliadas quanto a resisténcia a periodos de
alagamentos (Lupwayi et al., 1997), o que permitiria a rotagao cultural com o
arroz. Com a fixagdo biolégica de nitrogénio, realizada por rizébios em
simbiose com estas leguminosas, poderia haver uma diminuicdo da

necessidade de fertilizacdo nitrogenada para a cultura do arroz, e



64

consequentemente, dos custos de producdo e da contaminagcdo ambiental
(Cho et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que rizdbios podem colonizar arroz
(Reddy et al., 1997, Chaintreuil et al., 2000; Chi et al., 2005). Por ndo terem a
capacidade de formarem nddulos, o rizébios ndo fixam nitrogénio no arroz. No
entanto, estes mesmos estudos indicam que a inoculagdo com rizébios
estimula a germinagéao, o crescimento e o desenvolvimento do arroz (Chi et al.,
2005, Singh et al., 2006, Yanni et al., 2007; Yanni et al., 2001). Atribui-se como
mecanismos de promocdo de crescimento neste caso, a biossintese de
horménios vegetais, como o acido indol acético (AlA). Os rizébios também
podem estimular a producdo de compostos fendlicos e, consequentemente,
aumentar a resisténcia de arroz a fungos patogénicos (Mishra et al., 2006).

A colonizagédo de rizdbios em gramineas ocorre diferentemente do
que em leguminosas (Reddy et al, 1997; Chi et al., 2005). A entrada de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolli em Trifolium repens pode ocorrer via pelos
radiculares, via aberturas radiculares ou pela prépria epiderme intacta
(Kodama, 1992). Em arroz, os riz6bios penetram nas raizes vias fissuras
radiculares criadas na emergéncia das raizes secundarias (Reddy et al., 1997;
Yanni et al., 1997; Prayitino et al., 1999).

A sintese de auxina, particularmente AIA, por microrganismos
endofiticos, promove o crescimento das raizes e a proliferacdo de pélos
radiculares, melhorando a absorcdo de &gua e nutrientes do solo e,
consequentemente, melhorando o desenvolvimento da planta (Caballero-
Mellado et al., 2006). Diferentes rotas metabdlicas de biossintese de AIA ja
foram identificadas em bactérias (Spaepen et al, 2007). O triptofano é tido
como o principal precursor de AlA. A rota de indol-3-acetamida (IAM) é que se
apresenta melhor caracterizada por bactérias. Nessa rota, o triptofano é
convertido em |AM pela enzima triptofano monoxigenase (laaH) e a IAM em
AlA, pela enzima |IAM-hidrolase. A enzima triptofano monoxigenase ja foi
identificada em Agrobacterium tumefaciens (Goodner et al, 2001; Wood et al,
2001)

A rota indol-3-piruvato (IPyA) é a rota de sintese de AIA
predominante em plantas. No entanto, ja foi identificada em bactérias como
Bradyrhizobium (Giraud et al., 2007). Pela acdo de uma aminotransferase, o
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triptofano é convertido em indol-3-piruvato. Este composto é descarboxilado,
convertendo-se em indol-3-acetaldeido. A descarboxilacdo ocorre pela agao de
indol-3-piruvato descarboxilase (IPDC). Finalmente, o indol-3-acetaldeido é
oxidado a AlA. Outra rota de producédo de AIA é a rota da triptamida (TAM).
Essa rota consiste na transformacao de tripotafano em TAM, pela acdo da
triptofano descarboxilase, e a TAM ¢é diretamente convertida em indol-3-
acetaldeido, por uma amino-oxidase. A rota TAM ocorre principalmente em
plantas, porém a atividade de triptofano descarboxilase foi identificada em
Mesorhizobium loti (Kaneko et al., 2000). A rota do indol-acetonitrilo (IAN) nao
esta ainda bem definida. E possivel que o triptofano seja convertido em indol-3-
indoldoxima ou indol-3-glicobrassicin e estes compostos sejam convertidos em
IAN. O IAN entdo pode ser convertido diretamente em AIA por acdo de uma
nitrilase ou transformado em indol-3-acetamida, por acdo de uma enzima nitrilo
hidratase. Em Bradyrhizobium japonicum foi identificada a enzima nitrilase
(Kaneko, 2002). Enzimas nitrilo hidratase ja foram identificadas em Rhizobium
etli (Gonzalez et al., 2006), Rhizobium leguminosarum (Young et al., 2006),
Bradyrhizobium sp. (Giraud et al., 2007), Sinorhizobium meliloti (Capela et al.,
2001; Galibert et al., 2001).

O uso de rizébios em areas de rotagdo de arroz com forrageiras
leguminosas pode ser uma excelente alternativa para aumento da producao
tanto de arroz, quanto de forrageiras e, conseqientemente, de gado. Durante o
inverno, as bactérias estariam nodulando e fixando o nitrogénio para o bom
desenvolvimento das forrageiras. Os residuos destas plantas forneceriam
nitrogénio para o arroz. Os rizdbios ao permanecerem no solo, colonizariam as
plantas de arroz e estimulariam seu crescimento.

O objetivo desta pesquisa é estudar a capacidade de rizébios
nativos isolados de solos do sul do Brasil, de producao de acido indol acético e

de colonizagao de plantas de arroz, de trevo vesiculoso e de lotus.

Material e Métodos

Isolados de rizébios: Os rizdbios em estudo foram: UFRGS-LC336
(Frizzo, 2007), UFRGS-LG111 (Fontoura, 2007) e UFRGS-1TV (Bredow,
2005), isolados de amostras de solo, sob campo nativo, no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil (Tabela 6.1). Para o isolamento, foram realizadas
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suspensoes de 10 g de solo em 90 mL de solucao salina (NaCl 0,85%). Foi
adicionado 10 mL dessa suspensdao em vasos plasticos, com plantas
leguminosas armadilhas, em casa de vegetacdo. Os vasos continham 500 dm?®
de substrato autoclavado (vermiculita e areia, na proporcado 2:1). As plantas
armadilhas pertenciam as espécies de Trifolium vesiculosum, Lotus
corniculatus e L. glaber. Os nédulos obtidos foram previamente desinfestados,
com lavagens sucessivas com alcool (70%), hipoclorito de sédio (0,3%) e agua
destilada esterilizada. Apés foram macerados em uma gota de agua estéril em
placas contendo meio levedura manitol agar com vermelho congo, denominado
meio LM (Vicent, 1970). Os isolados de rizébios obtidos foram purificados por
repicagens sucessivas em placas com meio LM. Apo6s a obtencao de coldnias
homogéneas e com caracteristicas persistentes, os isolados foram transferidos
para tubos contendo meio agar levedura-manitol e incubados por quatro dias a
28°C, sendo armazenados sob refrigeracao.

TABELA 6.1. Isolados de rizobios utilizados no estudo IV

Isolado Local de Coleta Planta armadilha
UFRGS-LC336 Hulha Negra, RS, Brasil  Lotus corniculatus
UFRGS-LG111 Porto Alegre, RS, Brasil  Lotus glaber
UFRGS-1TV Dom Pedrito, RS, Brasil  Trifolium vesiculosum

Caracterizacao genotipica dos isolados: Foi realizada purificacao
de DNA cromossémico das bactérias pelo protocolo de extracdo de DNA de
bactérias gram negativas do “Genomic DNA Kit — Bio-Rad”. Para amplificacao
do gene 16S foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores rD1
(AAGGAGGTGATCCARCC) e fD1 (AGAGTTTGATYMTGGCTCAG), nas
seguintes condi¢cdes de PCR: desnaturacéo inicial por 5 minutos a 94 °C, 30
ciclos, contendo cada um 30 segundos de desnaturagdo a 94 °C, 45 segundos
de anelamento a 58 °C e 1 minuto para enlongacédo a 72 °C, seguido de 5
minutos de enlongacéo a 72 °C. Os produtos de PCR (15ul) foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% e documentados. A quantidade restante
do produto de PCR foi ligada em plasmideo PCR®2.1, e este, inserido em
células competentes de E. coli (The TA Original Cloning Kit — Invitrogen®) para
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clonagem deste plasmideo. O DNA plasmidal foi extraido com o “High Pure
Plasmid Isolation Kit — Roche” e enviado para seqienciamento na empresa
Macrogem, Coréia. Para cada seqiéncia foi realizado BLAST, pelo NCBI
HomePage.

Determinacao dos genes nif e nod: O DNA dos rizobios foi
extraido como descrito anteriormente e foram utilizados os oligonucleotideos
nodAB1 (CAGATCNAGDCCBTTGAARCGCA) e nodAB2
(CTNCGNGCCCARCGNAGTTG) para amplificacdo de parte do gene nodB,
em PCR nas seguintes condicdes: desnaturacao inicial por 5 minutos a 94°C,
30 ciclos, contendo cada um 30 segundos de desnaturagdo a 94°C, 45
segundos de anelamento a 62°C e 1 minuto para enlongacgdo a 72°C, seguido
de 5 minutos de enlongacdo a 72°C. Para amplificar os genes NIF foram
usados os oligonucelotideos IGK (TACGGYAARGGBGGYATCGG) e NDR
(TTGGAGCCGGCRTANGCRCA) para as bactérias UFRGS-Lg111 e UFRGS-
1TV e os oligonucleotideos nlIGK (AAGGGCGGTATCGGCAAGTC) e nNDR
(TTSGARCCGGCGTASGCGCA) para a bactéria UFRGS-Lc336.

Os produtos de PCR (15ul) foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1% e documentados. A quantidade restante do produto de PCR foi
ligada em plasmideo PCR®2.1, e este inserido em células competentes de E.
coli (The TA Original Cloning Kit — Invitrogen®) para clonagem deste plasmideo.
O DNA plasmidal foi extraido com o “High Pure Plasmid Isolation Kit — Roche” e
enviado para seqlenciamento na empresa Macrogem, Coréia. Para cada

sequéncia foi realizado BLAST, pelo NCBI HomePage.

Determinacao da producao de acido indol acético:

Foram obtidos pré-cultivos das bactérias, em 5 mL de meio PY. As
células foram lavadas com MgSO, 10 mM, e a densidade oética determinada
por espectofotometria a 600 nm. Inoculou-se 1mL de pré-cultivo ajustado para
uma densidade otica de 0,2, em meio para determinacdo de indois (Jain y
Patriquin, 1985), com e sem triptofano. A bactéria UFRGS-Lc336 foi incubada
por 72 horas e as bactérias UFRGS-Lg111 e UFRGS-1TV por 48 horas. Do
caldo crescido, tomou-se 41 mL que foram centrifugados a 8000 rpm por 5
minutos. Do sobrenadante tomou-se 1mL para deteccao qualitativa de indoles,
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misturando-se 1 mL de solucdo de Salkowiski (12 g de cloreto férrico por litro
de H»SO4 7,9M). Adicionou-se 40 mL de acetato de etilio nos 40 mL de
sobrenadante restante (com pH ajustado para 2,5 a 3,0). Apds 1 hora, a fase
inferior foi descartada com pipeta. Realizou-se a secagem em rotoevaporador a
50°C. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de acetonitrilo e filtrado em
filtros millex-GV. O AlA foi detectado por HPLC, com uma coluna C18 de fase
reversa TSKgel (N. S0448). Como fase mével se utilizou tampao de acetonitrilo
(40%) e H3PO, (0,1%), com fluxo constante de 1 mL min™.

Identificacao das rotas de producao de acido indol acético:

Foram realizados PCR com oligonucleotideos que amplificam genes
envolvidos na biossintese de AIA, em Azospirilum, Bulkholderia e
Pseudomonas (Tabela 6.2). Com base nas sequéncias do banco de genes
NCBI, também foram desenhados oligonucleotideos especificos para
rizobiales, para amplificar o gene da indol piruvato descarboxilase (iPDC) e da
nitrilo hidratase. Para o gene iPDC foram desenhados quatro oligonucleotideos:
ipdCRhi-1F (CGCGAGATCTTCGGCATTCC), ipdCRhi-1R
(CACGTCCACCACGATCACCG), ipdCRhi-2F (CCGCTCTATCTCGAATTCCCQ)
e ipdCRhi-2R (GTATCCGACAGGATCACGCC) e para a nitrilo hidratase, trés
oligonucleotideos: nthAF (GTGTGCACGCTGTGCTCCT), nthAR
(ACCGTGTAGAGCCATTGCG), e nthBR(CGGCGGTGGAATCCCAGAC). As
condicbes de PCR, as ligacées dos produtos de PCR e as clonagens de
plasmideos para sequenciamento foram realizadas como descrito

anteriormente.

Insercao do gene GUS nas bactérias: A inser¢do do gene Gus nos
rizObios ocorreu pelo principio da conjugacao de plasmideo contendo o gene
Gus e resisténcia a antibidticos especificos. Para selecdo das cepas
participantes da conjugacéo, realizou-se sele¢cdo por meio de antibibticos. As
bactérias foram crescidas em 7 mL de meio liquido por 24 horas, como segue:
o isolado UFRGS-Lc336 foi crescido em meio LM contendo &cido nalidixico (20
ug mL"); o isolado UFRGS-Lg111 crescido em meio PY contendo &cido
nalidixico (20 pg mL"); o isolado UFRGS-1TV em meio PY contendo

espectinomicina (50 ug mL™), e as estirpes de E. coli, doadora e intermediaria
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(helper), crescidas em meio LB, contendo kanamicina (50 ug mL™). Para o
isolado UFRGS-Lc336, tomou-se 5 mL de caldo de crescimento apds 72 horas
de incubacao. Centrifugou-se por 1 minuto a 13000 rpm e o pélete foi lavado
em 1 mL de meio PSY (Regensburger & Hennecke, 1983) por trés vezes,
sendo que apos a terceira centrifugagao, o pélete foi ressuspendido em 100 mL
de meio PSY. Em outro tubo estéril foi colocado 50 mL da suspenséo contendo
o rizébio, com 25 mL da suspensao contendo a bactéria doadora e com 25 mL
da solucdo contendo a bactéria helper. A mistura foi inoculada no centro de
uma placa contendo meio PSY soélido e incubada por 48 horas. A matéria
bacteriana obtida na placa foi transferida com palito estéril para tubo de 1,5 mL
e ressuspendida em 1 mL de MgSO, 10 mM. Foram realizadas diluicées de 10’
a 10° vezes. Todas as diluicdes foram inoculadas em placas contendo meio
Bergersen sélido contendo kanamincina (50 ug mL™) e 4cido nalicidilco (20 ug
mL™).

Para o isolado UFRGS-Lg111, tomou-se 1 mL de caldo crescido por
24 horas, centrifugou-se a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado e o pélete foi lavado em 1mL de MgSO, 10 mM, por trés vezes,
sendo que apoés a terceira centrifugagao, o pélete foi ressuspendidos em 100ul
de MgSO, 10 mM. Em outro tubo estéril foi colocado 50 mL da suspenséo
contendo o rizdbio, com 25 mL da suspensao contendo a bactéria doadora e
com 25 mL da solugdo contendo a bactéria helper. A mistura foi colocada em
placa contendo meio solido PY e incubada por 24 horas. Com um palito estéril,
a matéria bacteriana crescida foi transferida para tubo estéril e ressuspendida
em 1 mL de MgSO4 10 mM e realizadas diluicées de 10" a 10° vezes. Todas as
diluicbes foram inoculadas em placas de petri contendo meio PY solido,
kanamincina (50 ug mL™) e 4cido nalidixico (20 ug mL™).

O procedimento de marcacao do isolado UFRGS-1TV foi similar ao
do isolado UFRGS-Lg111. No entanto, o meio para sele¢cdo continha
espectinomicina (50 ng mL™") em vez de 4cido nalidixico e as bactérias doadora
e intermediaria eram suscetiveis a espectinomicina na dose de 50 pg mL"™".

As colbnias crescidas apds 48 horas de incubacao foram inoculadas
em placas de meio LM contendo X-gluc. As col6nias azuis foram selecionadas,
para comparacao com a bactéria “wild type”, por PCR, para amplificacdo com
os oligonucleotideos nodAB1 e nodAB2. As colénias que apresentaram o
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mesmo perfil de bandas que seu “wild type” foram posteriormente inoculadas

em plantas.

Inoculacao em plantas e determinacao da colonizacao: As
sementes utilizadas foram tratadas com lavagens sucessivas com alcool (70%),
hipoclorito de soédio (0,3%) e agua destilada esterilizada. As sementes das
leguminosas foram semeadas em tubos de 100 mL (uma semente por tubo),
contendo 35 mL de solucdo nutritiva (Fahraeus, 1957) isenta de nitrogénio,
contendo 0,75% de agar. As sementes de arroz foram semeadas em
erlenmeyers contendo 210 mL de solucao nutritiva, com 0,75% de agar. Tanto
nos tubos quanto nos erlenmeyers, a parte contendo o agar foi coberta com
papel escuro para favorecer o desenvolvimento das raizes.

Para a inoculacdo, as bactérias contendo o gene Gus foram
crescidas em 5mL de meio PY por 24 horas. O numero de células de cada
inoculo foi ajustado, por determinacao da turbidez celular em espectofotdmetro
a 600 nm. Um dia ap6s a semeadura, cada unidade experimental foi inoculada
com os rizdbios.

Apds duas semanas para o arroz e apos trés semanas para as
leguminosas, as plantulas foram retiradas do meio nutritivo e colocadas em
tubos falcon de 15 mL, e submersas em tampao de Na,HPO,/NaH.PO, 50mM
contendo 2 mM de X-Gluc, e incubadas a 37 °C por 48 horas para coloragao
das bactérias contendo o gene GUS.

As plantas foram fotografadas com camera digital Canon Power Shot
A 620 acoplada em microscoépio Zeiss Stemi SV6.

Resultados e discussao

De acordo com o seqlienciamento dos fragmentos 16s, determinou-
se que o isolado UFRGS-Lc336 pertence a espécie Bradyrhizobium japonicum,
que o isolado UFRGS-Lg111 pertence a espécie Mesorhizobium amorphae e
que o isolado UFRGS-1TV pertence a espécie Rhizobium leguminosarum bv.
viciae.

Com os oligonucleotideos nIGK e nNDR foi amplificado o gene NifH
em Bradyrhizobium japonicum UFRGS-Lc336. A sequéncia amplificada

apresenta 100% de identidade com a sequéncia de NifH identificada em
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Bradyrhizobium canariense por Appunu et al. (2008). Parte da sequéncia
amplificada com os oligonucleotideos IGK e NDR em Mesorhizobium amorphae
UFRGS-Lg111 correspondeu, com 100% de identidade ao gene NifD e parte a
97% ao gene nifH em Mesorhizobium loti (Kaneko et al., 2000; Sullivan et al.,
2002). Em Rhizobium leguminosarum bv. viciae UFRGS-1TV, estes mesmos
oligonucleotideos amplificaram com 94% de identidade um gene regulador de
trascricao, envolvido no controle do metabolismo secundario e na viruléncia em
bactérias dessa mesma espécie (Young et al., 2006).

Os oligonucleotideos nodAB1 e nodAB2 amplificaram fragmentos
referentes aos genes de nodulacdo (Nod) apenas em M.amorphae UFRGS-
Lg111 e em R.leguminosarum UFRGS-1TV. No primeiro foi amplificada uma
seqUéncia 97% idéntica ao gene que codifica a proteina de nodulacao NoeK de
M.loti (Kaneko et al., 2000; Sullivan et al., 2002). Em R. leguminosarum
UFRGS-1TV a sequéncia amplificada apresentou 95% de identidade ao gene
nodB de Rhizobium sp. (Wernegreen & Riley, 1999).

A producado de AlA foi confirmada por cromatografia liquida (Figura
6.1). As rotas de producdo de AIA nas trés bactérias estudadas séao
dependentes de triptofano, pois na auséncia deste aminoacido (Figura 6.1A, C
e D), ndo se observou produgéo significativa de AIA. Em um trabalho similar,
realizado por Perrine et al. (2004), também foi verificado que a producao de
AlA foi estimulada pela presenca de triptofano no meio de cultura. Senthilkumar
et al. (2006) também detectaram producao de AlIA em cultura de Azorhizobium
caulinodans, crescida em meio suplementado com triptofano. Outros trabalhos
sobre producao de AlA por estirpes de rizobios determinaram a presenca deste
hormonio no interior dos tecidos de arroz. Chi et al. (2005) detectaram por
cromatografia liquida, um acumulo de AIA em folhas de arroz, inoculado com
estirpes de Azorhizobium caulinodans e Sinorhizobium meliloti.
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FIGURA 6.1. Cromatogramas da producao de inddis — acido indol acético
(AlA), acido indol latico (AIL), acido indol butirico (AIB), acido indol
piravico (AIP) e triptamida por rizobios na auséncia e na presenca de
triptofano (Trip). A) Bradyrhizobium japonicum UFRGS-Lc336 sem
triptofano; B) B. japonicum UFRGS-Lc336 com triptofano; C)
Mesorhizobium amorphae UFRGS-Lg111 sem triptofano; D) M. amorphae
UFRGS-Lg111 com triptofano; E) Rhizobium leguminosarum bv. viciae
UFRGS-1TV sem triptofano, F) R. leguminosarum bv. viciae UFRGS-1TV
com triptofano.

Os oligonucleotideos que amplificam genes envolvidos com a
sintese de AIA em outras bactérias (Tabela 6.2) ndo foram eficientes para as
trés bactérias em estudo. Os oligonucleotideos ipdCRhi-1F, ipdCRhi-1R,
ipdCRhi-2F e ipdCRhi-2R, desenhados para amplificar o gene da indol-piruvato
descarboxilase, também nao foram eficazes para os trés rizébios estudados.
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No entanto, quando utilizados os oligonucleotideos nthAF e nthAR, para a
enzima nitrilo-hidratase, foram amplificadas sequéncias nas trés bactérias. Em
B. japonicum UFRGS-Lc336, parte da sequéncia amplificada corresponde ao
gene da subunidade alfa e parte a subunidade beta de nitrilo-hidratase de B.
japonicum (Kaneko et al., 2002). Em M. amorphae UFRGS-Lg111 a sequéncia
amplificada corresponde aos genes referentes as subunidades alfa e beta de
nitrilo-hidratase de M. loti (Kaneko et al.,, 2000). Similarmente, em R.
leguminosarum UFRGS-1TV, foram amplificados o0s genes referentes as
subunidades alfa e beta de nitrilo-hidratase, idénticos aos determinados em R.
etli (Gonzalez et al., 2008) e R. leguminosarum (Copeland et al., 2008). Com a
identificacdo do gene da nitrilo hidratase nos rizébios, e com a comprovacao de
que com adicdo de triptofano no meio, ha produgcao de AlA, provavelmente a
rota de biossintese de AIA nos izobios estudados seja a rota do indol-3-
acetonitrilo (IAN).

Ap6s a conjugacdo entre a bactéria portadora do plasmideo
contendo o gene Gus, a bactéria helper e os rizdbios em estudo, foram obtidas
colénias azuis (Figura 6.2). Via reagbes de PCR com os oligonucleotideos
nodAB1 e nodAB2, foi confirmado que as colbnias azuis correspondiam aos
rizobios que tiveram a insercao do plasmideo contendo o gene Gus.

A colonizagdo dos rizobios nas plantas de Lotus corniculatus,
Trifolium vesiculosum e Oryza sativa foi confirmada pela visualizacdo da
presenca dos rizébios contendo o gene Gus e expressando a coloracdo azul
nas raizes e partes aéreas dessas plantas. Em plantas de L. corniculatus, a
bactéria M.amorphae UFRGS-Lg111 penetrou nas raizes, concentrando-se nos
primérdios nodais ou nos nédulos, (Figura 6.3). Nao se observou colonizagao
deste rizdbio na parte aérea de L. corniculatus (Figura 6.3C). De maneira muito
similar, a bactéria R. leguminosarum bv. viciae UFRGS-1TV colonizou apenas
as raizes de T. leguminosarum. A colonizagdo das raizes também se
concentrou na regido de formacado de nédulos e nao houve colonizacdo na

parte aérea desta leguminosa (Figura 6.4).
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TABELA 6.2. Oligonucleotideos empregados, sequéncia, tamanho do fragmento da amplificacao, proteina e organismo de

origem.
Oligonucleotideo Seqiiéncia Tamanho da amplificacdao (pb) Gene/Proteina Organismo
TM1F CTTTCGCCTTCGACGACTGG

550 Triptofano monoxigenase  Pseudomonas fluorescens
TM1R GTAGAAGGTGCGGTCGTCCC
PHYTM1F TCACAAAGTTCATCACCGAC

700 Triptofano monoxigenase  Burkholderia phymatum
PHYTM1R TTGATAGACAGGCAGAAAGC
TRIPBF1 TACTTCGGCTTCGTSATYGG

350 Triptamida Burkholderia xenovorans
TRIPBF2 GAAGCCGAGCACGCGCAGCG
IPDCF4 GCAGTTCCAGGTGTTCAAGG Indol piruvato

800 Azospirilum brasiliense
IPDCR4 ATGGCGGTGAACAGGCAGTC descarboxilase
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FIGURA 6.2. Placa de petri com colbnias de rizobios. As colénias azuis
correspondem as bactérias que receberam o plasmideo contendo o gene
Gus.

FIGURA 6.3. Colonizacao de Mesorhizobium amorphae UFRGS-Lg111 em
plantas de Lotus corniculatus, (A) raiz contendo nédulo e primoérdio

nodais, (B) detalhe de nédulo, (C) raizes e folhas.
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Nas plantas de arroz, os rizébios estudados foram capazes de
colonizar raizes e parte aérea (Figuras 6.5 e 6.6). Observou-se que 0s rizobios
colonizam preferencialmente as raizes secundarias de arroz. Este observacao
concorda com trabalhos que afirmam que a entrada dos rizébios ocorre em
pontos onde as raizes secundarias sdo emitidas (Reddy et al., 1997;
Chaintreuil et al., 2000; Chi et al., 2005; Perrine-Walker et al., 2007).

Possivelmente, o rizdbio penetra nestes pontos e coloniza a epiderme e o

cortex da raiz secundaria.

FIGURA 6.4. Colonizacao de Rhizobium leguminosarum bv. viciae UFRGS-
1TV em plantas de Trifolium repens (A) raizes e folha; (B, C) detalhe do
nédulo.
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FIGURA 6.5. Colonizacao de plantas de arroz por Mesorhizobium
amorphae UFRGS-Lg111 (A) semente, caule e raizes, (B) detalhe de raiz
secundaria, (C, D) raiz primaria com raizes secundarias.

Nas folhas, observou-se que a colonizacdo ocorreu ordenada nos
feixes vasculares (Figura 6.6D e E). A colonizagdo da parte aérea de arroz s6
foi observada com a inoculagdo de Rhizobium leguminosarum bv. viciae
UFRGS-1TV. De acordo com Chi et al. (2005), as bactérias que penetram nas
raizes de arroz seguem pelos espacos intercelulares, colonizando a epiderme,
cortex e tecidos vasculares e aerénquima, ascendendo para o caule e folhas.
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FIGURA 6.6. Colonizacao de plantas de arroz por Rhizobium
leguminosarum bv. viciae UFRGS-1TV (A) semente, raiz e caule; (B, C) raiz
principal com raizes secundarias, (D) folha, (E) nervuras da folha, (F)
primordio foliar.

Conclusoes

- Os rizdbios estudados produzem &cido indol acético (AlA), sendo o

triptofano o provavel precursor deste horménio nestes microrganismos;

- O gene codificante da nitrilo-hidratase esta presente nos isolados
estudados, indicando que, possivelmente, a rota responséavel pela biossintese
de AlA seja a do indol-3-acetonitrilo (IAN);

- Os rizébios estudados n&o colonizam a parte aérea das leguminas
testadas e, nas raizes, e a colonizagao concentra-se em ndédulos ou em pontos
de primordios nodulares;
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- No arroz, a colonizagao por rizébios € mais abundante nas raizes
secundarias. Na parte aérea verfica-se colonizacdo quando as plantas de arroz

sao inoculadas com Rhizobium leguminosarum bv. viciae UFRGS-1TV.
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7. CONCLUSOES GERAIS

As plantas de Lotus corniculatus, variedade Sao Gabriel nao
resistem ao alagamento do solo, ao contrario das plantas de L. uliginosus,
variedade Maku, que mesmo sob lAmina de agua produzem nédulos, quando
inoculadas com rizobios. Entretanto, mesmo havendo nodulacédo, a simbiose
entre os isolados estudados e L. uliginosus nao é eficiente. Em situacao de
umidade adequada do solo, os isolados U512, EEL689 e EEL8084 apresentam
alta eficiéncia para L. corniculatus, e apenas o isolado UFRGS-Lc340 é
eficiente para L. uliginosus.

Os rizébios testados nas plantas de Lotus sao capazes de promover
o crescimento de arroz irrigado. A associacao entre rizébios e arroz promove
melhoria na germinagéo de sementes de arroz, aumentos no perfilhamento, no
crescimento das raizes e da parte aérea de plantas de arroz. As cultivares de
arroz estudadas mostram diferentes respostas a inoculacdo com rizébios. A
cultivar IRGA 424 é mais responsiva a inoculagdo com rizobios, mesmo em
solo nao esterilizado. Os incrementos no crescimento das plantas desta cultivar
pela inoculagdo com rizébios sdao mais pronunciados quando as plantas
recebem nitrogénio. A inoculagcdo com rizébios aumenta a eficiéncia na
absorcao de nitrogénio pelas plantas.

Os isolados de Bradyrhizobium japonicum, UFRGS-Lc336,
Mesorhizobium amorphae, UFRGS-Lg111, e Rhizobium leguminosarum bv.
viciae, UFRGS-1TV sao capazes de produzir o horménio vegetal acido indol
acético (AlA). A deteccao do gene codificador da enzima nitrilo-hidratase nos
rizobios estudados mostra que, provavelmente, a biosintese de AlA ocorra pela
rota do indol-3-acetonitrilo (IAN), sendo o triptofano a molécula precursora.



85

O padrao de colonizacao dos rizébios em plantas de arroz difere da
colonizagdo em L. corniculatus e Trifolium vesiculosum. Os rizGbios penetram
nas raizes de arroz por meio de fissuras que ocorrem devido a emergéncia das
raizes laterais. Nas fotografias obtidas neste estudo, nota-se maior
concentragdo de rizébios nas raizes secunddrias das plantas de arroz.
Também se verifica a colonizacdo nas folhas de arroz, quando as plantas sao
inoculadas com Rhizobium leguminosarum bv. viciae, UFRGS-1TV. Ja nas
plantas das leguminosas estudadas, a colonizacdo limita-se as raizes,

concentrando-se em regides de formagéo de nédulos.



8. CONSIDERAGCOES FINAIS

Em solos de varzeas, os rizobios podem trazer beneficios para
leguminosas adaptadas a esses ambientes e para a cultura do arroz irrigado. A
cultivar Maku de Lotus uliginosus apresenta grande potencial para ser utilizada
em solos com problemas de drenagem imperfeita, inclusive em rotacdo com o
arroz. Nesta situacao, é possivel que os rizébios simbiontes desta leguminosa
permanecam no solo e colonizem as plantas de arroz no verédo, promovendo
seu crescimento. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que alguns dos
rizObios testados sdo capazes de acelerar a germinacdo, estimular o
crescimento de raizes e de parte aérea, a emissdo de perfilhos, além de
aumentar a absorcao de nitrogénio nas plantas de arroz.

A inoculagao de rizébios como bactérias promotoras de crescimento
em gramineas, no caso, 0 arroz, € um tema relativamente recente. Sugere-se
que outros estudos sejam realizados para dar continuidade a busca de uma
nova tecnologia a ser utilizada pelos produtores de arroz. Nesses proximos
estudos, sugere-se a selecdo de outros rizdbios para L. uliginosus, ja isolados
e mantidos na colecdo da UFRGS, com vistas a buscar aqueles que realizem
simbiose eficiente em condicdo de alagamento e promovam crescimento de
plantas de arroz. Além disso, outras espécies leguminosas hibernais adaptadas
a areas com problemas de drenagem, como a serradela (Ornithopus sp.)
podem ser estudas quanto a eficiéncia da simbiose com rizébios. Desta forma,
tais leguminosas, futuramente, poderdo ser recomendadas para rotacdes com
o cultivo do arroz e manter, no solo, populag¢des de rizébios eficientes em arroz.
Outros estudos poderiam ser feitos, avaliando-se o efeito da producao de
acidos organicos pela decomposicdo da palha destas leguminosas, sobre a

germinagéo das sementes de arroz.
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Para aplicar os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se a
realizacdo de experimentos de campo com inoculacdo de rizdbios em arroz,
estudos com diferentes variedades e com doses de nitrogénio. Nesses
experimentos também poderao ser calibrada a dose mais adequada de in6culo
e determinada a melhor forma de aplicacao, se via inoculacao de sementes, ou
via pulverizacdo em poés-emergéncia e a formulacdo mais adequada para
produtos inoculantes a base de rizébios para uso em lavouras de arroz.

Ap0és o estudo de todos estes parametros, sdo necessarios trabalhos
de extensdo que apresentem esta nova tecnologia ao agricultor, mostrando que
0 uso de rizébios na cultura de arroz, bem como a rotacdo com leguminosas,
sao praticas de baixo custo e, que, se bem manejadas, poderdao aumentar a
producédo, diminuir a contaminagdo do ambiente e reduzir custos de producéo,
buscando mais sustentabilidade para a orizicultura.
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