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Inoculagdes de bactérias promotoras de crescimento no
cultivo de arroz em solugao nutritiva

RESUMO - O arroz é o cereal mais consumido na dieta humana no mundo,
sendo que o Brasil € um dos maiores produtores e consumidores desse cereal. A
producgao brasileira entre arroz irrigado e sequeiro é estimada entre 10 a 11 milhdes
toneladas por ano. Os gastos com fertilizantes nitrogenados nessa cultura provocam
um alto custo de produgdo para o agricultor, sendo esses gastos repassados ao
consumidor. Desta forma, existe a necessidade de avangos nas pesquisas sobre 0s
microrganismos que se encontram na rizosfera de diversos vegetais e que auxiliam
o vegetal na obtengao de nutrientes diminuindo o custo de produgdo da cultura, além
de aumentar a producgéo de gréaos. O objetivo deste trabalho foi avaliar cinco estirpes
de Rhizobium leguminosarum bv trifolii e isolados selvagens obtidos de dois
cultivares de arroz no Brasil, avaliar quanto a produgdo de &acido indolacético,
potencial de fixagao biologica de nitrogénio e capacidade de promover o crescimento
de arroz em solugdo nutritiva. Os ensaios com arroz foram realizados em uma
camara de crescimento, em um delimento inteiramente casualisado em um periodo
de 30 dias. Todos os isolados R. leguminosarum deste experimento e 19 isolados
selvagens foram positivos para a producéo de acido indolacético in vitro. As estirpes
SEMIAs 2051 e 235 foram as maiores produtores de acido indolacético com 91,56
pg/mL e 68,30 pug /mL, respectivamente. Entretanto somente trés estirpes de rizdbios
e 12 isolados selvagens conseguiram reduzir acetileno a etileno em condi¢cbes
laboratoriais, sendo a SEMIA 2051 a que mais se destacou. Inoculagdes de
sementes de arroz com as estirpes SEMIAs 235, 2050, 2051 e MT6 resultaram em
aumento significativo em relagdo a massa seca, € no numeros de raizes laterais nas
radiculas das plantulas em 30 dias. (para P < 001). Este estudo indicou que as
bactérias SEMIAs 235, 2050 e 2051 e MT6 podem promover o crescimento de arroz
em solugdo nutritiva, sendo portanto, considerados importantes para o
desenvolvimento de inoculantes para esta cultura , permitindo a diminuigdo dos

custos e aumento da produgéo.

Palavras chave: acido Indolacético, fixagdo de nitrogénio, inoculantes, isolamento,
raizes.
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Inoculations of promotion bacteria of growth in the culture

of rice in nutritional solution

ABSTRACT - Rice is the most consumed cereal grain in human food and
Brasil is one of the most important producers of this culture. Brazilian production of
irrigated and non-irrigated Rice is estimated in 10 — 11 millions of thousand kilograms
per year. Nitrogenated fertilizers represents an important part f the production costs
that are repassed to the final consumers. In this way, there are needs of more efforts
in research about microorganisms that live in plant rizosphere and that were able to
help the plant to obtain nutrients from the soil, mainly nitrogen, and so, increase the
production while decreasing the production costs. This work has the objective of
evaluate the indolacetic acid production of five strains of Rhizobium lequminosarum
bv trifolii, and e wild isolated of two cultivating of rice in Brazil its biological nitrogen
fixation potential and its capacity to promote rice growth in nutritional solution.
Essays were carried out in growth chamber with outline completely casualized during
30 days. All strains of R. leguminosarum and wild isolated produced indolacetic acid,
and SEMIAs 2051 and 235 were the higher producers, with 91,56 ug/mL and 68,30
Mg /mL, respectively. However, only three strains and 12 wild isolated were able to
reduce acetilene to etilene in laboratorial conditions, and SEMIA 2051 was the most
efficient strain. Inoculations in Rice seeds that were made with SEMIAs 235, 2050,
2051and MT6 strains resulted in a significative increase in dry mass and in the
number of lateral roots in the plants in 30 days (P < 001). This work showed that
strains SEMIAs 235, 2050 e 2051 and MT6 can promote Rice growth in nutritive
solutions and so, are important for the developing of inoculants that could be used for

this culture, reducing the cultural costs and also increase the rice production in world.

Keywords: indolacetic acid, biological nitrogen fixation, inoculants, isolation,

root.



I. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o cereal mais consumido na dieta humana no
mundo, sendo que o Brasil € um dos maiores produtores e consumidores desse
cereal. Estima-se que a producgéo brasileira de arroz irrigado e de sequeiro esteja
entre 10 a 11 milhGées de toneladas por ano. Os gastos com fertilizantes
nitrogenados nessa cultura provocam um alto custo de produg&o para o agricultor,
sendo esses gastos repassados ao consumidor. Desta forma, existe a necessidade
de avangos nas pesquisas sobre microrganismos que se encontram na rizosfera de
diversos vegetais e que auxiliam o vegetal na obtencédo de nutrientes, diminuindo o
custo e aumentando a produgéo.

As Rizobacterias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs)
representam uma grande variedade de bactérias de solo que, quando associadas
com plantas, levam a um aumento substancial da area da raiz. Esse aumento na
superficie radicular promove uma maior eficiéncia na retirada de agua, macro e
micronutrientes pelas plantas. Outro aspecto importante é que as RPCPs
apresentam um relativo efeito antagdnico sobre muitos microrganismos patogénicos,
promovendo, portanto, um eficiente controle bioldégico na natureza.

A utilizagdo dos microrganismos na forma de inoculantes biol6gicos pode
ajudar o mercado agricola, pois € uma das tecnologia mais eficientes em substituir
métodos tradicionais de adubagédo com fertilizantes a base de uréia, e atualmente é
utilizado principalmente em culturas de leguminosas. Na cultura de arroz inoculantes
nacionais direcionados para esta cultura ndo estdo ainda disponiveis no mercado
brasileiro, devido que o processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio ndo é tao
eficiente como para as leguminosas existindo resultados controversos relacionados
a baixa sobrevivéncias dos microrganismos no solo e a necessidade reinoculagéo
das plantas apds a germinagéo.

O Brasil é um dos paises pioneiros em utilizagdo das bactérias de
diazotréficas como produtos comerciais formados por bactérias de solo chamados
rizobios que formam estruturas especializadas nas raizes plantas para a redugéo e o

repasse do nitrogénio em uma forma assimilavel para as leguminosas, entretanto



muitos estudos apontam que esta bactéria tem habilidade de colonizar as raizes de
nao leguminosas, sugerindo outro mecanismo de estimulagao para o crescimento e
desenvolvimento da planta.

Devido ao aumento dos avangos nas pesquisas sobre descobertas de novos
microrganismos que possam ser utilizados futuramente como produtos agricolas em
gramineas. A biotecnologia ganhou um novo aliado para diversidade e classificagdes
microbianas dos solos através metodologias moleculares, pois as técnicas
tradicionais ndo supre as necessidades de situa-la, sobretudo, em seu contexto
ecoldgico.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar estirpes isoladas
de diferentes cultivares Maravilha e Irga 144 em duas localidades do Brasil, e
estirpes de Rhizobium lequminosarum bv trifolii o potencial de serem consideradas
bactérias promotoras de crescimento de plantas. Essa avaliagéo foi realizada através
da producdo de acido indol acético, da fixacao de nitrogénio medida pela redugéo
acetileno in vitro e também do efeito da inoculagdo destas em sementes de arroz em
condicbes de laboratoriais. As bactérias que se comportaram como RPCP poderao
futuramente ser utilizadas em ensaios em casa de vegetacdo e em campo como

inoculantes para o arroz.



Il. REVISAO DE LITERATURA

11.1 A cultura do arroz no Brasil

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia Poacea, monocotiledonea
da ordem Glumiflorae. O ciclo de vida da planta varia de 80 a 280 dias, dependendo
da variedade, e a maturacdo dos gréos ocorre entre 15 a 40 dias. As raizes
fasciculadas de muitas variedades de arroz de sequeiro alcangam profundidade de
1m, por outro lado, as raizes do arroz raramente atingem 40cm em solos inundados
(SOUZA, 2000).

Esta graminea originaria da Asia atualmente é cultivada em todo mundo
(SOUZA, 2000) e é o cereal mais consumido pela populagdo mundial (GUIMARAES
et al.,, 1999; EL-KHAWAS & ADACHI, 1999; KENENDY, et al., 2004), sendo que
cerca de 2,4 bilhdes de pessoas dependem do arroz para a sua alimentagao
(BIWAS et al., 2000). Existe uma previsdo de que aproximadamente 8 milhdes de
pessoas dependerdo deste cereal em 2020, desta forma ha necessidade de
aumento da produg¢do mundial em 2% ao ano para se atender a necessidade futura
desse alimento (PERRINE et al. 2001). Entretanto, nos ultimos 10 anos, a producao
de arroz no mundo tem se mantido estacionaria (GUIMARAES & SANT'ANA, 1999).

O Brasil destaca-se como um dos paises mais importantes quanto a produgao
e consumo de arroz do mundo, produzindo anualmente entre 10 e 11 milhbes
toneladas desse cereal em uma area de 4,9 milhées de hectares. .Esta producao se
encontra dividida quase equitativamente entre o plantio do arroz irrigado e do tipo
sequeiro e equivale a 80% do que & consumido pela populagéo. A preferéncia do
consumidor brasileiro € pelo arroz longo fino, com o consumo médio anual de
aproximadamente 54 kg/hab/ano, existindo, portanto, a necessidade do pais
importar 1 a 2 milhdées de toneladas desse cereal a cada ano (GUIMARAES et al.,
1999; GUIMARAES, 2007).

As perspectivas de aumento de produgédo do arroz no pais para os proximos

anos sao favoraveis, principalmente considerando-se a abertura de novas areas de



plantio que eram destinadas a soja e milho, nos cerrados (htptp:// www.arroz.agr.br).

O cultivo de arroz requer solos com grandes quantidades de nutrientes para seu
crescimento, desenvolvimento e produgdo. Para a produgcdo de uma tonelada de
graos de arroz séo necessarios 16 a 17 kg de nitrogénio, entretanto muitos solos
brasileiros sao deficientes neste mineral (CHOUDHURY & KENNEDY, 2004).
Atualmente, para suprir a demanda alimentar de arroz, grande quantidade de
minerais é aplicada ao solo para se melhorar o crescimento e captagéo de nutrientes
pelo vegetal. Dentre esses suplementos, o nitrogénio (N) € o mais importante, porém
as aplicagdes em excesso deste elemento podem resultar em poluicdo ambiental,
como a contaminacéao de lencgois freaticos por NOs, acidificagédo do solo e aumento
da taxa de denitrificagdo, resultando no aumento da emissdo de N,O para a
atmosfera (BISWAS et al., 2000; KENNEDY et al., 2004).

Geralmente a uréia é a fonte mais comum de N usado nos solos, mas apenas
aproximadamente 50% do que é aplicado ao solo ¢ utilizada pela planta. Aplicagcdes
em excesso deste nutriente podem gerar inumeros fatores fisiol6gicos negativos,
podendo até interromper o crescimento da planta. Este mesmo processo pode se
repetir também com o nutriente fésforo (KENNEDY et al., 2004).

Para reverter este quadro de impacto ambiental provocado pela adubacao em
excesso na cultura do arroz e pelas dificuldades de equilibrio na adubagdo de
gramineas, existem diversos estudos com relagdo a aplicagdo e a utilizacédo de
adubos biologicos na cultura do arroz e de outros cereais de importancia econémica
mundial. Desta foram, tais adubos poderdo ser substituidos por formulagdes
constituidas, principalmente, por bactérias fixadores de nitrogénio, também
denominadas diazotréficas (FERREIRA et al., 2003; XIE et al., 2003; GUIMARAES
et al., 2003).

Il.2 Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas — RPCPs

As plantas ndo sédo capazes de crescer e muito menos de se desenvolver

sem o auxilio dos microrganismos. No solo existe um grande numero de bactérias



que se localizam na rizosfera (regido de poucos milimetros de espessura de solo em
torno da raiz). Aproximadamente 7 a 15% da superficie total das raizes é ocupada
por estas células microbianas (GRAY & SIMTH, 2005). Entretanto, apesar da
importancia dos microrganismos no desenvolvimento de varios vegetais, trabalhos
utiizando microrganismos como biofertilizantes em arroz ainda sao recentes.
Existem resultados positivos com a utilizagdo de microrganismos como substitutos
de produtos agropecuarios a base de uréia, dentre os quais podem ser citados os
pertencentes aos géneros: Azotobacter, Clostridium, Azospirillum, Herbaspirillum,
Burkolderia. Além disso, existem trabalhos que relatam a utilizaggo como
biofertilizante de outro género bacteriano, o Rhizobium, que pode suplementar a
auséncia do fertilizante nitrogenado através da promogéo do crescimento
(CHOUDHURY & KENNEDY, 2004).

Recentemente estudos sobre a atividade microbiolégica na rizosfera de
diversos vegetais levaram ao descobrimento de grupos de microrganismos
importantes para o desenvolvimento vegetal. Dentre eles estdo as rizobactérias,
capazes de colonizar as raizes, estimulando-as diretamente ou beneficiando o
crescimento e o desenvolvimento de diversas plantas. Essas bactérias sé&o
chamadas Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas ou RPCP (BISWAS
et al., 2000; GYANESHWAR et al., 2001; GRAY & SMITH, 2005; BARRIUSO et al.,
2005; KOKALIS-BURELLE et al., 2006; COOK, 2007; KRAVECHENCKO, et al.
2007).

A maioria das RPCPs bacterianas estudadas na literatura sdo gram
negativas, e o seu principal efeito sobre as plantas &€ o fornecimento de
fitohormbnios de crescimento como auxinas, varias giberelinas e citocininas (EL-
KHAWAS & ADACHI, 1999). A presenga desses compostos auxilia o crescimento da
raiz e da parte area do vegetal aumentando a captacao de nutrientes pela planta
(ANTOUN et al., 1998, ASGHAR et al., 2002). Além disso, estas bactérias também
contribuem indiretamente para o desenvolvimento da plantas através da producdo
de diversos antibioticos ou outros mecanismos de biocontrole, os quais inibem o
crescimento de diversos microrganismos considerados fitopatogénicos (DASHI et al.,
1998, GRAY & SMITH, 2005).

Um exemplo de RPCP que provocou um efeito indireto na promog¢do de



crescimento em plantas foi o trabalho realizado por LUZ (2001) que utilizou estirpes
de Pseudomonas putida e Pantoea agglomerans. Estas bactérias promoveram um
maior crescimento do trigo nas regides de Passo Fundo e Pato Branco no sul do
Brasil, e reduziram a ocorréncia de fungos patogénicos.

O sucesso do controle biolégico em associagdo antagonista de patdbgenos em
gramineas precisa ser melhor compreendido. E necessario um melhor conhecimento
ndo so da interacdo planta-bactéria, mas também de uma série de fatores dindmicos
bidticos e abibticos que podem regular os ecossistemas (YANG, et al., 2008).

Desta forma, GRAY & SMITH (2005) propuseram dois novos conceitos para
se classificar ou dividir as bactérias RPCPs:

(1) IRPCPs — séo bactérias que residem dentro das células das plantas,
produzindo nodulos, estruturas especializadas em fixagcdo de nitrogénio em
leguminosas. Atualmente, as bactérias pertencentes ao género Rhizobium sao as
mais estudadas deste grupo, mas existem outros géneros bacterianos de solos que
pertencem a essa categoria como: Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Allorhizobium.

(2) eRPCPs — bactérias que se desenvolvem extracelularmente nos tecidos
das raizes de diversas plantas, ndo produzindo nddulos, mas com capacidade de
promover o crescimento vegetal através da producédo de sinais ou substancias
especificas. Nesta categoria podem ser incluidas bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas, Serratia.

Além destas, existem bactérias que podem ser classificados tanto como
iRPCPs ou eRPCPs, como as pertencentes ao género Burkholderia (GRAY &
SMITH, 2005).

Alguns sinais envolvendo plantas ePGPRs ainda ndo estdo bem
compreendidos e precisam ser melhor investigados, embora se saiba que algumas
bactérias desta categoria podem produzir e secretar certas moléculas com peso
molecular entre 400 a 1000 Da, como o caso de bactérias produtoras de sideréforos,
que blindam as raizes com Fe*, protegendo-as contra o ataque de fitopatégenos
(GRAY & SMITH, 2005).

Pesquisas de eRPCPs se concentraram inicialmente em Bacillus sp, que séo

bactérias gram-positivas. Este microrganismo pode ser usado separadamente ou



também como co-inoculantes, quando aplicado com bactérias gram-negativas tais
como o Bradyrhizobium japonicum. Em plantas de gréo de bico, sua associagdo com
bactérias do género Rhizobium auxilia no aumento da solubilizagdo de fésforo no
solo. Entretanto, aplicacdo do Bacillus sp sem outro coadjuvante pode provocar
varios efeitos nas plantas dependendo da caracteristica do solo, tendo sido
detectado um aumento de crescimento significativo em tomate, amendoim e em
espécies florestais como Pinus (GRAY & SMITH, 2005).

DASHI et al. (1998) apontaram um efeito positivo no aumento do crescimento
das plantas de 5 a 30% em diversas culturas como milho, algodéo, lentilha, canola, e

arroz, dentre outros, apos o tratamento com bactérias iRPCPs ou eRPCPs.

1.3 Bactérias produtoras de fitohormonios

A producgéo de fitohormbnios, como auxinas, citocinas e giberelinas, sdo os
mais comuns mecanismos encontrados de promogéo de crescimento em plantas por
eRCPs (GRAY & SIMITH, 2005).

A auxina é uma classe de fitohormbnio que funciona em baixas
concentragdes,para regular o crescimento e desenvolvimento da planta, ocorrendo
na natureza na forma de acido indolacético, AIA (LEBUHN & HARTMANN, 1993;
GRAY & SMITH, 2005). Além disso, outros hormdnios que estimulam o
desenvolvimento e o crescimento nos vegetais ja ha muito tempo foram encontrados
como metabolitos bacterianos, por exemplo, a citocinina e a giberelina (GRAY &
SMITH, 2005).

ZAHAROVA et al. (1999) apontaram que 80% das bactérias isoladas de
rizosfera sdo capazes de produzir AlA. Entretanto existem poucos trabalhos sobre a
biossintese de auxinas por microrganismos do solo em seu préprio ambiente, porém
sabe-se que o aminoacido L-triptofano (L-Trp) é um precursor fisiolégico para a
biossintese de auxinas em diversas plantas e microrganismos e que a enzima
chamada ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase — EC 4.1.1.74) & a enzima chave
para a biossintese destes compostos (LEBUHN & HARTMANN, 1993).

A sintese de AlIA nos microrganismos também pode ocorrer através de outras

vias biossintéticas, sendo a mais comum aquela que ocorre a partir do indol-3-



acetaldeido (Ipya) (BROEK et al., 1999).

Processos de identificacdo de AIA em laboratorio s&o freqletemente
utilizados para identificacéo e selegdo de RPCPs. Desse modo, ONA et al. (2005)
realizaram ensaios in vitro, nos quais as condigdes ambientais que beneficiariam a
producdo de auxinas por Azospirillum brasilense foram adequadas. Estes autores
sugeriram que o relacionamento entre esta espécie bacteriana e a raiz € um fator
favoravel para a producgéo de AlA, pois essas interagbes apresentam caracteristicas
que beneficiam a formagdo deste horménio tais como: baixas concentragdes de
carbono, nitrogénio e oxigénio e a presenca de triptofano.

Trabalho realizado por EL-KHAWAS & ADACHI (1999) demonstraram que em
condigbes laboratoriais, as espécies Azospirillum brasilense (ATCC 2970)
(TARRAND et al., 1978) e Klebsiela pneumoniae (ATCC 13883) tém potencial para a
producao AlA. Além disso, os mesmos autores verificaram que a quantidade deste
horménio produzido pode ser ajustado in vitro, o que se torna uma importante
caracteristica para a promogao do crescimento vegetal.

Um método eficiente para avaliar a deteccédo e separagcdo de compostos
inddlicos, que pode ser aplicado tanto em amostras de solo como em isolados
microbianos, foi utilizado por LEBUHN & HARTMANN (1993). Através da técnica de
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia) e utilizando sistemas de gradiente
com uma mistura de metanol, 4gua deionizada e &cido acético, os autores
demonstraram que a taxa de auxina em solos da rizosfera variava de 2,9 a 8 ug/g de
solo seco. Por outro lado, utilizando as mesmas as amostras, demosntraram que
houve um desvio de até 5% nas concentragdes destes compostos quando a analise
foi realizada com o teste colorimétrico. Assim, os grandes impasses na aplicagéo do
método do CLAE seriam a necessidade de um especialista para execucao e o alto
custo das analises que, dependendo do objetivo do trabalho, tornando essa técnica
inviavel.

CHI et al., (2005) detectaram por CLAE que isolados adaptados entre
Rhizobium e arroz tém apresentado uma producgéao regular de AlA e giberelinas em
culturas in vitro e um aumento extraordinario de AlA nos exudatos de raizes apés 40
dias da germinag¢do. Foram observados ainda elevados niveis de AlA e giberelinas

extraidos de folhas de arroz quando inoculados com Sinorhizobium meliloti e



Azorhizobium caulinodans .

Um outro horménio sintetizado pelos microrganismos é a citocinina que
também auxilia no crescimento de diversas espécies de vegetais, atuando nas
divisdes celulares, na germinagédo das sementes, na expansao das raizes e folhas e
e também na senescéncia do vegetal. Dentre os microrganismos produtores deste
composto podemos citar a espécie Pseudomonas fluorescens que produz altas
concentracdes deste fitohormonio (GRAY & SMITH, 2005). Por outro lado, algumas
bactérias como o Bacillus sp também produzem altos niveis de giberelinas, que
induzem efeitos positivos no crescimento de caules e galhos de diversas plantas
(GRAY & SMITH, 2005).

Além disso, € comum encontrar microrganismos de solo que produzem altas
concentracgdes de varios fitohormonios, que causam efeitos positivos em gramineas,
como € o exemplo de Acetobacter diazotrophicus (CALVACANTE & DOBEREINER,
1988) e Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986) que produzem tanto o
AIA como trés diferentes compostos de giberelinas (BASTIAN et al., 1998).

Il. 4 Fixagao biolégica de nitrogénio em gramineas

O nitrogénio € um dos elementos mais importantes para a produtividade de
diversas culturas (GUIMARAES et al. 2003), por ser constituinte de diversas
moléculas como os acidos nucléicos, aminoacidos, bases nitrogenadas, clorofila,
dentre outros (FERREIRA, 2008, MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A maior parte do
nitrogénio estd presente na crosta terrestre (93,8%) e o restante se encontra na
atmosfera na forma de N,, entretanto essa forma quimica ndo é acessivel
nutricionalmente para os seres eucariotos e para a maioria dos procariotos. Para
que este macro elemento esteja disponivel para os seres vivos € necessaria a
atuagdo de microrganismos que possuam a enzima nitrogenase, capazes de reduzir
este elemento atmosférico em substancias que podem ser assimiladas pelos
vegetais e outros seres vivos, sendo denominados fixadores de N, ou diazotréficos
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A Fixagédo Biologica de Nitrogénio (FBN) é um processo utilizado pelos

diazotréficos e € uma tecnologia importante para substituir os adubos nitrogenados
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em determinadas culturas vegetais, que podem gerar impactos ambientais e gastos
econdmicos. Através da utilizacdo de microrganismos que fixam nitrogénio do ar, o
crescimento e o desenvolvimento do vegetal podem ser melhorados. Esse processo
consiste na colonizagéo, pelos microrganismos, de diferentes tecidos das plantas,
como raizes e folhas. Além disso, tais microrganismos podem contribuir com o
desenvolvimento vegetal habitando a rizosfera da planta (BARRAQUIO, 1997,
CHOUDHURY & KENNEDY, 2004).

O Brasil é um dos paises pioneiros em utilizacao das bactérias diazotréficas
em vegetais na forma de inoculantes biolégicos, sendo tal tecnologia um dos mais
eficientes métodos de adubacg&o disponiveis no mercado agricola (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Os inoculantes também sdo chamados de biofertilizantes e séo
constituidos por bactérias diazotréficas, as quais contribuem para o crescimento e
desenvolvimento de diversas culturas e, conseqientemente, no aumento da
producdo agricola (YANNI et al., 1997). Além disto, o uso desses biofertilizantes
também pode diminuir e até mesmo solucionar o impacto ambiental causado no
campo e nos lengois freaticos gerado pelo uso abusivo de adubo nitrogenado
industrializado (YANNI et al., 1997; BISWAS et al., 2000; GYANESHWAR et al.,
2001; GRAY & SMITH, 2005).

O maior exemplo de aplicagdo de inoculante realizado com bactérias
fixadoras de nitrogénio em producdo de gréaos é o da soja. Esta biotecnologia
possibilita ao Brasil uma economia de 3 bilhdes de dblares ao ano

(http://www.cnpab.embrapa.br). Esse inoculante contém bactérias fixadoras de

nitrogénio especificas, chamada rizébios, que contribuem para o desenvolvimento
desta leguminosa. Os rizébios, quando em contato com as raizes das leguminosas
induzem a formacdo de ndédulos, onde ocorre o processo de aproveitamento do
nitrogénio do ar por estes microrganismos (CHI et al., 2005).

Para plantas nao leguminosas o processo de FBN n&o é tao eficiente como
para as leguminosas. Resultados controversos observados em diversos trabalhos
apontam que tal tecnologia ainda precisa ser melhor avaliada, principalmente quanto
a baixa sobrevivéncias dos microrganismos no solo e a necessidade reinoculagao
das plantas ap6s a germinacao (FERREIRA, 2008).

Atualmente, inoculantes nacionais direcionados, por exemplo, para o arroz
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ainda nao estado disponiveis no mercado brasileiro. Mesmo porque, os trabalhos
académicos com finalidade de mostrar a eficiéncia de aumento de produg¢do nessa
graminea ainda ndo séo conclusivos a ponto de se implantar um produto no
mercado FERREIRA et al., (2003). Desse modo, existe a necessidade da realizagéo
de mais estudos em laboratério e campo sobre a utilizagdo de inoculantes para a

fixac&do de nitrogénio em arroz ou outra graminea

I1.5 Principais bactérias fixadores de nitrogénio em plantas ndao leguminosas

(gramineas e outras culturas).

A maioria das espécies fixadoras de nitrogénio é de vida livre, ocorrem em
diversos tipos de solos, rizosfera , em aguas doce ou salgada , em associagdes com
fungos e até em tratos de animais ou cupins. Esses microrganismos apresentam alta
diversidade morfoldgica, fisioldgica, genética e filogenética. Além disso, podem
invadir podem invadir endofiticamente as plantas colonizando tecidos internos.
(CRAWFORD, et al, 2000; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A ocorréncia destas bactérias € comum em gramineas e em outras
monocotiledéneas, como as palmeiras e Orchidaceae (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Avancgos sobre as pesquisas de FBN em gramineas ocorreram gragas ao
desenvolvimento de meios de cultivo especiais, como meio NFb e JNFB livre de N
0s quais, sem uma fonte nitrogenada e sob a condigdo semi-sélida, criam um
ambiente ideal para o desenvolvimento dos microrganismos e para a fixagédo de
nitrogénio atmosférico. Tal ambiente se assemelha ao que ocorre no solo ou
internamente nas plantas, com niveis de baixos de oxigénio (BALDANI, 1980;
OLIVEIRA et al., 2002).

Apesar de que as pesquisas de diazotréficos terem sido iniciadas no Brasil na
década de 50, por Débereiner e outros pesquisadores, com os géneros Azotobacter
e Beijeinckia, somente trinta anos depois estas pesquisas foram intensificadas com
o género Azospirillum (BALDANI & BALDANI, 2005; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A principal RPCP estudada atualmente no Brasil com capacidade de ser

redutora de N, em gramineas, é uma bactéria pertencente ao género Azospirillum
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(EL-KHAWAS & ADACHI, 1999; RADWAN et al., 2005). Este microrganismo &
aerobico, heterotréfico, sendo extensivamente encontrado nas rizosferas em
gramineas, apesar de poderem penetrar e crescer intercelularmente em raizes de
arroz. Estirpes de Azospirillum usadas como inoculante em cultura de arroz foram
capazes de promover crescimento de produgé&o de grdos em casa de vegetagao de
32 a 81%. Tais resultados se mostraram dependentes da espécie utilizada e
proporcionaram um aumento de 22% na produgéo em relagdo ao controle sem a
inoculagéo, em condicbes de campo (EL-KHAWAS & ADACHI, 1999). Esta bactéria
€ uma fonte natural de auxinas para os vegetais ndo leguminosos e, portanto com
grande interesse agricola. Além disso, KENNEDY et al. (2004) demonstraram que o
Azospirillum pode penetrar na raiz para crescer internamente nas células como uma
bactéria endofitica.

BALDANI et al., (1997) descreveram que existem muitas informacgdes sobre
as propriedades fisiolégicas e ecolégicas do género Azospirillum, mas infelizmente
ainda faltam algumas informagbes sobre os mecanismos de interagdo que existe
entre bactéria — planta, assim como informagbes sobre os genes envolvidos neste
processo.

Desde 1990, com o objetivo de reduzir custo excessivo com fertilizantes, a
Embrapa Agrobiologia, vem pesquisando a utilizagcdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio como inoculante em culturas de arroz. Existem previsbes de que o
produtor, utilizando tal insumo podera reduzir os gastos com a produgéo de arroz em
até 30 por cento. Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986) € a melhor
bactéria encontrada até o momento para ser usado futuramente como inoculante na
cultura do arroz. Além disso, estudos revelaram que a aplicagcdo deste
microrganismo nesta graminea leva a produgdo de grdos com maior conteudo
protéico. No entanto, até o momento ndo existe ainda nenhum produto comercial
nacional disponivel para o mercado. Além dos experimentos em casa de vegetacao
e na area experimental da Embrapa Agrobiologia, também estdo sendo realizados
diversos testes, com inoculantes para arroz, em varias regides do Brasil

(http://www.cnpab.embrapa.br).

A espécie H. seropedicae € uma bactéria diazotrofica endofitica e que ja foi

isolada em diferentes gramineas como, por exemplo, milho, sorgo, arroz, cana-de-
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agucar e também em palmeiras (BALDANI et al., 1997; CHOUDHURY & KENNEDY,
2004). Esta bactéria ndo sobrevive adequadamente em solo natural e pode ser
afetada por diversos fatores bidticos que existe nesse habitat (BALDANI et al.,
1997), entretanto testes realizados em casa de vegetacdo com a inoculagéo desta
bactéria em arroz aumentaram sensivelmente a extensdo da raiz em 44 a 90% em
relacéo ao controle (KENNEDY et al., 2004).

BALDANI et al. (2000) avaliaram em casa de vegetagcdo a contribuicdo de
FBN de diferentes isolados de H. seropedicae e Burkholderia sp. em diferentes
cultivares em arroz sequeiro. Os resultados demostraram que 90 estirpes estudadas
levaram a um aumento de peso fresco das plantas, mas duas dentre estas estirpes
se destacaram (ZAE 67 e ZAE 54) pois causaram um aumento de 31 e 54% nesse
parametro respectivamente.

Foi demonstrado que a estirpe H. seropedicae produz altos niveis de AIA e
giberelinas (GRAY & SMITH, 2005). Em outro ensaio, BALDANI (1996) utilizando
essa bactéria em experimentos gnotobibticos e em vasos, demonstrou que 23
estirpes de H. seropedicae promoveram um aumento na parte area das plantulas de
arroz, apos trinta dias do plantio, em comparagdo com a testemunha sem
inoculagéo. Dentre estas, sete foram mais promissoras proporcionando um aumento
na fixagéo bioldgica de nitrogénio (FBN) de cerca de 50% em relagao a testemunha.
No mesmo trabalho o autor mostrou que a bactéria Burkholderia sp. apresentou
resultado semelhante aos obtidos com Herbaspirillum ssp no processo de FBN
quando inoculadas em arroz.

Bactérias do género Rhizobium sp., normalmente sao sapréfitas e
considerados como simbiontes especificos para leguminosas, entretanto muitos
estudos apontam que este género bacteriano tem habilidade de colonizar as raizes
de n&o leguminosas, sugerindo outro mecanismo de estimulag&o para o crescimento
e desenvolvimento da planta (CHABOT et al., 1996; ANTOUN et al., 1998). Trabalho
realizado por BISWAS et al. (2000) indicaram que espécies bacterianas de
Rhizobium leguminosarum bv. ftrifoli E11 e IRBG74 promoveram consideravel
aumento no comprimento das raizes de plantas de arroz (20 a 40%). Além disso,
PRAYITMO et al (1999) detectaram por técnica de microscopia eletrbnica de

florescéncia, que algumas estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. ftrifolii, em
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condi¢des de laboratério, colonizam, multiplicam-se internamente em cultivares de
arroz e migram para diversos tecidos da planta inclusive para as raizes laterais.

PERRINE et al. (2001) relataram que estirpes de Rhizobium sp contém acima
de 10 plasmideos com diferentes tamanhos (150 a 1700 pares de bases), o que
representam algo em torno de 25 a 50% do total do genoma. Esses mesmos autores
pesquisaram, em diferentes estirpes de rizobios, plasmideos envolvidos na
estimulagado ou inibigdo do crescimento e desenvolvimento do arroz e observaram
que quando esses plasmideos foram mutados, em sitios especificos, as estirpes
deixavam de promover o crescimento dessa planta.

Estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii foram encontradas por
YANNI et al. (1997) trabalhando com cultivares de arroz no Egito e confirmaram que
nao contribuem diretamente para o termo FBN, mas detectaram a reducg&o de
impacto de poluicao ambiental com a diminuicao de produtos a base de N aplicagao
no solo e um aumento de producéo 25 a 33% em relagdo ao controle.

A habilidade natural que varias estirpes de rizdbios possuem para infectarem
cereais comegou a ser explorada, mas ainda faltam muitas informagdes que
precisam ser avaliadas (YANNI et al., 1997). CHI et al. (2005) demonstraram por
microscopia eletrbnica que a associagao entre Rhizobium-arroz é muito complexa e
dindmica. Os autores citados sugeriram que esse género bacteriano possui um
futuro em potencial para ser utilizado como biofertilizante para o arroz. Além disso,
mostraram que este microrganismo n&o utiliza somente as quebras ou lesbes de
tecido dos plantas, mas podem entrar ativamente pelos das raizes principais e
laterais das plantulas. Eles possuem um processo dinamico de infeccao onde as
bactérias migram de forma ativa para o interior das raizes e se deslocam para outras
partes do vegetal como folhas, caules e galhos.

Além da cultura de arroz, existem outros trabalhos com RPCPs, em diversas
culturas economicamente importantes, que selecionaram diferentes espécies
bacterianas. CHABOT et al.,, (1996) isolaram bactérias de acordo com as
caracteristicas de solubilizagdo de fésforo, e testaram quais seriam as possiveis
espécies que podiam sobreviver e colonizar a rizosfera de milho e alface. Essas
bactérias foram avaliadas para se verificar quais poderiam ser RPCPs e os melhores

resultados foram observados com a espécie de R. leguminosarum bv. phaseoli
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Semia P31 e R1. Essas bactérias se encontravam em maior numero nas raizes,
depois de 5 semanas da inoculagdo, em relacdo aos demais microrganismos
analisados. Os autores propuseram estas duas estirpes como possiveis candidatos
a bactérias promotoras de crescimentos do milho e alface.

Outro trabalho realizado com RPCPs em milho, descrito por WU et al. (2004),
tinha como objetivo principal a troca da aplicacdo de fertilizantes quimicos nesta
cultura por fertilizantes biolégicos, aumentar a produgcéo desta planta e melhorar a
fertilidade de solo. Os testes foram realizados em casa de vegetagdo com quatro
biofertilizantes diferentes, contendo quatro espécies de microrganismos cada um. Os
microrganismos utilizados nesse estudo foi o fungo Glomus mosseae e as bactérias
Azobacter chroococum, Bacillus megaterium e Bacillus mucilaginous e todos os
experimentos mostraram aumento de biomassa, germinagédo e assimilagcao
nutricional da planta (NPK).

Trabalhos com RPCPs também podem ser observados em espécies
silvestres. BARRIUSO et al. (2005) isolaram 720 estirpes bacterianas selvagens da
rizosfera de duas espécies de Pinus (P. pinea e P. pinaster), deste total metade dos
isolados apresentavam testes positivos para degradacdo do &cido
aminociclopropanocarboxilico (ACC), producado de sideroforos, solubilizacdo de
fosfato e auxinas. Os autores também realizaram testes moleculares com PCR-
RAPDs (random amplified polymorphic DNA) indicando uma baixa taxa de
diversidade entre os isolados (85% de similaridade). Nesse estudo os isolados foram
reunidos em 10 grupos diferentes sendo que pelo menos um representante de cada
grupo tinha a capacidade de aumentar a biomassa da raiz e melhorar a simbiose

que existem entre a micorrizas e a espécies de Pinus.
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1.6 A atividade da nitrogenase para sele¢ao de promotores de crescimento em

plantas.

Espécies fixadoras de nitrogénio podem colonizar a rizosfera e também
ocorrer endofiticamente em diversas plantas, desse modo, a identificacdo de
isolados selvagens fixadores de nitrogénio € um elemento chave para producao de
futuros inoculantes biolégicos. Experimentos em gramineas confirmaram a
assimilagdo do nitrogénio atmosférico pelos auxilios dos microrganismos através do
método de incorporacdo do N' . Nas culturas de gramineas as identificacées e
classificagbes de isolados selvagens é muito complicado, devido a auséncia de
diferenciagbes anatdbmicas, ao contrario do que ocorre nas leguminosas,
especialmente nas raizes, como o caso da soja, feijdo e amendoim, principalmente
nas regides das raizes, onde ha a formacao de nédulos (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

A taxénomia avangou muito nas ultimas duas décadas quanto a fixagdo de No,
nao sé pelos avangos de biologia molecular (gene nif), mas também avangos e
aperfeicoamentos das técnicas qualitativas e quantitativas da atividade da
nitrogenase (CRAWFORD, et al, 2000;MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A nitrogenase € uma enzima versatil composta por duas unidades basicas:
uma unidade ferro-proteina que coleta a for¢ca redutora e a outra unidade ferro-
molibdénio, que reduz o substrato. Além disso, a nitrogenase tem a capacidade de
reduzir outros compostos fora o Ny, ela cataliza por exemplo, a reducéo do acetileno
em etileno — ARA (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Tal capacidade de reducao do
acetileno pode ser medida por cromatografia gasosa e é considerado um processo
rapido e de baixo custo, para ser usado em analises qualitativas ou quantitativas da
nitrogenase. Desse modo, a técnica de redugdo do ARA ¢é utilizada para se detectar
a enzima nitrogenase e identificar espécies de diazotréficos (XIE et al., 2003;
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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lll. 7 A importancia de técnicas moleculares no estudo da diversidade de

promotores de crescimento vegetal

O uso da taxonomia tradicional ndo supre as necessidades para o
conhecimento de uma espécie bacteriana, tendo em vista a necessidade de situa-la,
sobretudo, em seu contexto ecoldgico (CANHOS et al., 1997).

A partir da década de 80, um grande numero de metodologias moleculares
vem sendo desenvolvido para andlise da diversidade microbiana dos solos (AMANN
et al.,, 1995; BORNEMAN et al., 1997; CULLEN e HIRSCH, 1998; SANDAA et al.,
1998), tornando-se cada vez mais rotineiras (DROZDOWICZ, 1997). Tais
metodologias utilizam o DNA gendmico total, extraido diretamente do meio ambiente
e amplificagdes via PCR tornam possivel a identificacdo dos microrganismos ainda
desconhecidos e n&o cultivados presentes na amostra (BORNEMAN et al., 1996;
CANHOS et al., 1997; DROZDOWICZ, 1997, VALADARES-INGLIS e MELO, 1998;
DOJKA et al., 1998; MACRAE, 2000; KENT e TRIPLETT, 2002).

A utilizacdo do gene 16S rRNA revolucionou o campo da ecologia microbiana
e, com seu uso, € possivel investigar e determinar posi¢cbes filogenéticas de
comunidades bacterianas de meio ambiente (LUDWIG, et al., 1997; KUSKE et al.,
1997; HENTSCHEL, et al.,2002). Os estudos com o gene16S rRNA foram iniciados
por Carl Woese que argumentou que esta molécula era um excelente marcador
molecular (ATLAS & BARTHA, 1998).

Os RNAs ribossomais estdo entre as macromoléculas mais conservadas
evolutivamente em todos os seres vivos. Seu papel funcional no sistema de
processamento de informacdes deve ter sido bem estabelecido nos primeiros
ancestrais comuns de Bactéria, Arquea e Eucaria. Os genes dos rRNA em todos os
organismos contemporaneos partem de um ancestral comum e eles ndo parecem
submeter-se a transferéncia lateral de gene entre espécies. Por causa das unidades
funcionais, grandes por¢cbes nos genes rRNA sdo bem conservadas e suas
sequéncias podem ser usadas para medir distancias filogenéticas, mesmo entre os
organismos mais distintamente relacionados. Variagbes nas seqUéncias dos
nucleotideos do gene de rRNA s&o indicios de mudangas evolucionarias. Resultados

de filogenia baseados nas analises do gene 16S rRNA revelaram separagéo dos
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dominios Bactéria, Archaea e Eucaria. Estudos filogenéticos moleculares
proporcionam uma idéia de evolugdo em grande escala; quando vista desta maneira
mostram a importancia dos microrganismos na histéria evolutiva da vida na Terra,
que néao pode ser ignorada (ATLAS e BARTHA, 1998 ).

Com a evolugdo da aplicacdo das técnicas moleculares para o estudo da
microbiota do solo, inumeros métodos de extracao de DNA foram aperfeigoados.Tais
métodos possuem procedimentos que envolvem a quebra ou digestao de paredes e
membranas celulares para possibilitar a liberagcdo do conteudo genético da célula
(VALARES-INGLIS & MELO, 1998).
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I.LMATERIAIS E METODOS

lll.1 Localizagdao dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica de Plantas e
Microrganismos (LBMP), do Departamento de Tecnologia, na Faculdade de Ciéncias
e Agrarias e Veterinarias (FCAV), da Universidade Estadual Paulista, Campus
Jaboticabal/SP.

lll.2 Sementes e estirpes bacterianas

As sementes de arroz (safra 2004/2005) utilizadas neste experimento foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz Enersto Azzini do Departamento do Centro de
Graos e Fibras/IAC e pertencem a cultivar IAC 103.Esta planta foi desenvolvida pelo
Instituto Agronémico de Campinas e adapatada as condi¢des de sistema de cultivo
inundado.

Para este trabalho foram selecionadas 05 estirpes de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii adquiridas na FEPAGRO (Fundagao Estadual de Pesquisa
Agropecuaria) do Estado do Rio Grande do Sul, sendo elas: SEMIAs 235, 265, 384,
2050 e 2051 e mais duas estirpes Herbaspirillum seropedicae (Br 11175) e
Herbaspirillum seropedicae (Br 11417), ambas cedida pela Dra. Vera Lucia Divan
Baldani, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa- Agrobiologia)

do municipio de Seropédica. Do Estado do Rio de Janeiro, R.J. (Tabela 1).

lll.3 Coleta e isolamento das bactérias selvagens

O isolamento das bactérias selvagens foi realizado em 10 plantas de arroz
irrigado (cultivar IRGA 144) originarias de uma lavoura no municipio de Pelotas — no
Estado do Rio Grande do Sul. As plantas estavam com 100 a 105 dias e nesta
plantacado foi aplicada uma adubacao de 200 kg/ha de Nitrogénio (N), Fésforo (P) e
Potéassio (K) na proporgéo de 5:15:20. Além disso, nesta area de cultivo realizou-se

outras duas aplicagdes de N-uréia, uma (80 kg/ha) por ocasidao da entrada de agua
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na lavoura, que ocorreu 20 dias ap0s a germinacao, e a outra (70 kg/ha) ocorreu na
época da diferenciagéo do primérdio.

Outra coleta realizou-se em 10 plantas de arroz sequeiro (cultivar Maravilha)
provenientes uma lavoura no municipio de Rio Verde no Estado do Mato Grosso, na
qual as plantas foram coletadas 70 dias ap6s as germinagbes das sementes. Nesta
area foi aplicado somente micronutrientes foliares de Cu e B.

Para o isolamento das bactérias selvagens nestas plantas de arroz foram
utilizados quatro materiais diferentes (solo, rizosfera, rizoplano e raizes). Esses
materiais foram preparados e submetidos a diluicdo seriada (10 vezes) e
plagueamento em meio de cultivo. Este processo consistiu na adicao de 100 pl da
amostra a 900 pl de solugéo salina 0,85%, agitacdo de forma vigorosa em um
agitador de tubos, e repeticdo do processo até a diluicdo de 10”7, sendo que 100 pl
das trés dltimas diluigées (10, 10° e 107) foram semeadas em placas de Petri (14
cm de didmetro),contendo trés meios de culturas especificos, os meios YM, NFB,
JNFB (vide em Apéndice 01), suplementados com solugdo antifungica de
cicloheximida na concentragdo de 20 mg/mL . Ao todo, foram utilizadas oito réplicas
para cada série diluida.

O isolamento de bactérias existentes no solo de cada cultivo de arroz, foi
realizado com o excesso de solo aderido as raizes das plantas (cultivar Irga 144 e
Maravilha). Desse material foram coletadas 10 g do solo os quais foram transferidos
para recipientes estéreis contendo 90 ml de solugéo salina (NaCl 0,85%). Estes
foram mantidos em agitacao vigorosa por uma hora, para melhor desagregacao das
particulas do solo e deles retiraram-se 100 yl do sobrenadante para realizagao das
diluidas seriadas e isolamento bacteriano.

Para os isolados da rizosfera foi adotado o seguinte procedimento: as raizes
das plantas de arroz dos cultivares IRGA 144 e Maravilha foram agitadas de forma
cuidadosa para retirada do excesso de solo existente nas raizes plantas, mas o solo
aderido a raiz (solo rizosférico) nao foi excluido. Em fluxo laminar, uma solugéo
salina 0,85% estéril foi utilizada para lavar a raiz e, dessa maneira, obter-se uma
suspensdo com solo rizosférico. Essa suspensao foi utilizada para a realizagdo das
diluicbes seriadas e plaqueamento em meio de cultivo, conforme descrito

anteriormente.
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Em seguida, adotou-se o procedimento de isolamento das bactérias do
rizoplano. As raizes das plantas dos das cultivares IRGA 144 e Maravilha foram
cortadas, com o auxilio de bisturi estéril, em fragmentos de aproximadamente 3 cm,
em fluxo laminar. Os fragmentos de raizes cortados foram depositados diretamente
sobre placas de Petri com os meios de cultura citados anteriormente e, apoés trés
dias de cultivo, as coldnias formadas foram coletadas.

Para a desinfecgdo das raizes e obtencdo de microrganismos endofiticos
utilizou-se o método descrito por DOBEREINER (1995) com algumas modificagées.
Esse processo consistiu em lavar as raizes de arroz em agua corrente, retirar 10 g e
desinfetar as raizes por 10 minutos com etanol 70% e 5 minutos em hipoclorito de
sodio 0,1%. Em seguida, por¢gbes de 10 g de raizes desinfetadas foram cortadas
com um bisturi (estéril), colocadas com 90 mL de solugédo salina 0,85% também
estéril e, maceradas com o auxilio de um pistilo, até que a raizes fossem totalmente
fragmentadas. ApoOs este processo, retirou—se 100 uyl do sobrenadante para
realizacao das diluicbes seriadas e isolamento bacteriano .

Ao término de todos estes procedimentos de isolamento, diluicbes e
semeadura do inoculo, as placas ap6s os iné6culos foram incubadas em BOD, e
invertidas a 30°C por um periodo de 3 a 5 dias, quando foi realizado o procedimento
de coleta das colénias. Apds a coleta das colénias, as mesmas foram estriadas e
inoculadas novamente em placa de Petri com o meio de origem do isolamento. Esse
procedimento repetiu-se por mais duas vezes para a confirmagdo da pureza das
amostras.

Quando purificados, os isolados foram estocados e armazenados em tubos
criogénicos, em meio de cultivo especifico contendo 50% glicerol, até o momento de

sua utilizagdo no trabalho.
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lll.4 Determinagao colorimétrica de auxinas

Todas as estirpes isoladas dos cultivares de arroz, as estirpes de rizébios e
as espécies de H. Seropedicae foram submetidas a avaliagdo da producéo de Acido
Indolacético (AIA) através do método colorimétrico descrito por GORDON e WEBER
(1951), com algumas modificagdes. Primeiramente as bactérias foram inoculadas e
cultivadas em 50 mL de meio de cultura DYGS suplementado com 100 ug/mL de
triptofano, no escuro, a 30°C e agitagdo constante de 150 rpm. As bactérias foram
avaliadas em trés diferentes estagios: quando o cultivo atingiu a DOgg (Densidade
6tica 600 nm) de 0,8, de 1,5 e de 3,5, com o ajuste da densidade bacteriana pela
adicao de solugéo salina 0,85%.

Apos o periodo de cultivo nas densidades citadas, uma aliquota de 1,5 mL
foi retirada de cada amostra e centrifugada durante 10 minutos, a 7.000 xg e
temperatura de 15°C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante de cada amostra foi
transferido para tubo de ensaio de vidro de 25 mL, sendo adicionados 2 mL do
reagente de Salkolwisk (FeCl3.6H20 2% e HCIl3z 37%). Os tubos foram mantidos no
escuro por 30 minutos. A presencga do horménio foi visualizada pela coloragéo résea
e quantificada pela absorbancia a 530nm em um espectrofotdbmetro. Todas as
dosagens foram realizadas em triplicata. Como controle negativo utilizou apenas o
meio de cultura DYGS. Para a estimativa de produgéo de AlA, utilizou-se uma curva
de padrao com &cido indolacético (Sigma), com 98% de pureza, nas seguintes
concentragdes: 0,5, 10, 15, 25, 50, 75, 100 e 125 yg/mL..

.5 Extracdo de DNA dos isolados selvagens encontrados no cultivares

Maravilha e Irga144

Os isolados selvagens encontrados nas cultivares de arroz Maravilha e
IRGA144, que se mostraram produtores de acido indolacetico, foram submetidos a
analise molecular para a determinacédo taxondmica. Primeiramente foi realizada a
extragdo do DNA gendmico pela metodologia descrita por Sambrook et al. (1989)
com algumas modificagbes. Este processo esta descrito a seguir.

As bactérias foram cultivadas em 50 mL do meio Dyg’s por 24 horas a 160
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rom a 28 °C. Apos o cultivo, todo o meio de cultura foi transferido para tubos de
centrifuga com capacidade de 250 mL para precipitacdo das bactérias por
centrifugacdo a 12000 xg, por 30 minutos, a 4°C, em uma centrifuga modelo RC5C
(Sorval Instruments® — Du Pont). Apés este periodo as células foram ressuspendidas
em 1mL de solugdo salina (0,85%) e transferidas para um microtubo com
capacidade de 1,5mL. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 15.600 xg,
por 5 minutos, a 25°C para precipitacao do sedimento celular.

Em seguida foram adicionadas as células precipitadas, 1 mL da solugéo
salina — EDTA (pH 8,0). As suspensdes foram transferidas para tubo de ensaio de
vidro com capacidade de 25mL e incubadas a 37°C, por 10 minutos. Apos este
periodo adicionou-se 500 ul de solugédo de lizozima (5 mg/mL), preparada em uma
solugao tampao Tris/EDTA/Dextrose (pH 8,0) e 15 ul de RNAse (10 mg/ mL). As
amostras foram Incubadas a 37°C, por 40 minutos, com agitacdo moderada a cada
10 minutos. Ao término deste processo foram adicionadas as amostras, 500 ul de
Solugéo SDS 20%, e estas foram incubadas a 60 °C por um periodo de 20 minutos.

Para precipitacdo do material genético e protéico dos isolados foram
gotejados as amostras celulares lisadas 500 ul de perclorato de sodio (5M),
agitando-se moderadamente os tubos até a formagdo de um precipitado. Em
seguida, foram adicionados aos tubos 2 mL de solugédo fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1, v:v:v), agitando-os a 220 rpm, no gelo, por uma hora, em um
agitador orbital. As amostras foram centrifugadas por 30 minutos, 4 °C e 12.000 xg.
Coletou-se a fase superior formada de cada amostra, as quais foram transferidas
para tubos de vidro tipo corex. Em seguida, adicionou-se as amostras 2 mL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v:v), agitando-se as solugbes a 220rpm, por 20
minutos, a 8 °C. Ao término deste periodo, as amostras foram centrifugadas a 5.860
xg, por 20 minutos, a 4°C. A fase superior de cada amostra foi novamente coletada e
transferida para outros tubos de ensaios e repetiu-se o ultimo processo.

Apoés a coleta da fase superior, adicionou-se a elas dois volumes de etanol
95% gelado, com agitacao dos tubos de ensaio de forma moderada e incubagéo a -
20 °C por aproximadamente 12 horas. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 5860 x g, por 30 minutos, a 4°C, os sobrenadantes foram

descartados, com lavagem dos precipitados com 1 mL de etanol 70% gelado,
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seguido de centrifugacdo a 14.000 x g, por 5 minutos, a 4°C. Posteriormente, os
residuos obtidos foram secos por 30 minutos a temperatura ambiente e
ressuspendidos em 200 uL com solu¢do de TE 10:1 (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1
mM). A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em espectrofotometro a
260 nm. A leitura a 260 e 280 nm foi utilzada para a avaliagdo do grau de pureza do
DNA.

A quantificagdo e avaliagdo da qualidade do DNA obtido foi feita através de
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio (0,5 ug/mL) com
uma aliquota de 3 uL de DNA adicionada de 3 uL de tampao de carregamento
(0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol). A eletroforese foi realizada em
uma cuba modelo Horizon 11-14 e conduzida em tamp&o TEB 1X (Tris 89 mM,
Acido Borico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), a 100 V. Foi aplicado no gel um
plasmideo pGEM de concentragao conhecida (50 ng/uL) em diferentes volumes para
comparar a intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio. A
visualizacdo do DNA foi realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em um
aparelho fotodocumentador (Bio Rad — Gel doc 1000), e as amostras foram

quantificadas através do software Quantity One” (Bio Rad™,Hercules, CA, USA).
1.6 Amplificagdao dos genes 16S rRNA

Os DNAs extraidos e quantificados dos isolados foram amplificados pela
reacdo de PCR com oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene 16S rRNA
bacteriano através de reagéo contendo:

e tampdo PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl],

e 200 uM de cada desoxiribonucleotideo,

e 1,5 mM de MgCl,, 50 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador,

e 2,5 U de Taq DNA polimerase (Fermentas).

e agua milli-Q estéril para completar um volume final de 50 pL.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados por,
(WEISBURG et al., 1991) Fd1 “foward” (5-CCg AAT TCg TCg ACA ACA gAg TTT
gAT CCT ggC TCA g — 3) e o rd1 "reverse” (5-CCC ggg ATC CAA gCT TAA ggA
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ggT gAT CCA gCC -3’) . As amostras foram amplificadas em um termociclador de
acordo com o programa utilizado por: 94°C, por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, seguidos de uma extensdo
final por 5 minutos, a 72°C. A quantificacédo e visualizagdo do produto de PCR 16S

rDNA foi realizada da mesma forma descrita no item 1I1.5

lll.7 PCR para seqiienciamento

As reagbes de sequienciamento foram realizadas em microplacas utilizando o
kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism” .

Versdo 3. As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se:

e 0,5 uL dos terminadores Big Dye;

e 3,2 pmoles dos iniciadores “forward” Fd1;

e 50 ng de DNA molde (produto de amplificagéo 16S rDNA).

e 46 uL de tampado 2,5 X (400 mM Tris-HCI, pH 9; 10 mM MgCly); e
completando-se a reagdo com H,O mili-Q estéril para 10 ulL.

A reacdo de sequenciamento foi submetida a um termociclador conforme

descrito anteriormente no item 111.6 .

lll.8 Seqiienciamento dos produtos da PCR

Apds a reacdo, as amostras foram preparadas para o seqlenciamento.
Foram adicionados 80 pL de isopropanol 75%, sendo as mesmas agitadas
levemente. Posteriormente, as amostras permaneceram por 15 minutos em
temperatura ambiente e foram centrifugadas a 3.220 x g, por 45 minutos, a 20°C.
Apos a centrifugacao foi descartado o sobrenadante e as amostras foram deixadas
por 5 minutos, invertidas em papel absorvente. Aos precipitados foram adicionados
150 uL de etanol 70%, centrifugadas a 3.220 x g por 5 minutos, a 20°C. Esta ultima
operacéo foi repetida por mais duas vezes e as amostras foram secas em fluxo

laminar por 1 hora.
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Em seguida, as amostras foram ressuspendidas com 9 uL Hi-Di Formamide —
Catalogo — P/N 4311320 (ABI Prism) e desnaturadas a 95°C por 5 minutos. O
sequienciamento dos isolados foi realizado no seqlienciador capilar modelo ABI 3700

— Perkin Elmer.

1.9 Analise das seqiiéncias

Para se verificar a qualidade das seqliéncias geradas utilizou-se o programa
“Sequencing Analysis 3.4”, que gerou os eletroferogramas que foram submetidos a
analise pelo programa “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al., 1998). A selecao das
sequéncias adequadas foi realizada pelo programa Phred, o qual analisa a qualidade
das sequéncias, visualizando graficamente pelo Consed e gerando arquivos no
formato “fasta”, na qual o nivel de exigéncia minima foram de 250 bases com
qualidade Phred acima de 20, auxiliado pelo programa “Contgen.pl”

Preliminarmente, as seqliéncias foram submetidas a consulta de similaridade
de nucleotideos, com seqiéncias depositadas no banco de dados GenBank
acessado através do “site” do NCBI ("National Center for Biotecnology Information”).
A ferramenta utilizada para esta consulta foi o BLAST local - “Basic Local Alignment
Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997).

As seqliéncias foram preparadas para o alinhamento pelo programa “BioEdit
v5.0.9” (HALL, 1999) e alinhados pelo programa “CLUSTALX v.1.81” (THOMPSON et
al., 1997).

lI.10 Preparagao para analises filogenéticas

Para gerar a matriz de distancia dos dendogramas utilizou-se o método de
construgéo da arvore “neighbor-joining” (SAITOU e NEI, 1987) com 400 bases e com
algoritmo “Jukes-Cantor” (JUKES et al., 1969), respectivamente, processado pelo
programa de Analise Genética de Evolugao Molecular MEGA versao 2.1.(KUMAR et
al., 2001).

No filograma foram utilizados somente os isolados que possuiam um indice

de similaridade maior do que 94% pela classificagcdo taxonémica do gene 16S rRNA,
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e com classificagdo taxdmica, foram acompanhados pelos seus respectivos
representantes do NCBI. Os dados de “bootstrap” representaram repeticdes de 1000

vezes.

.11 A Atividade de redugao de Acetileno (ARA)

A fixagéo de nitrogénio atmosférico dos isolados foi medida pela redugéo do
acetileno em etileno, pois o acetileno € um inibidor competitivo do nitrogénio na
enzima nitrogenase. A metodologia empregada foi baseada no trabalho de XIE, et al.
(2003), com o cultivo das estirpes de rizdbios, das espécies de H. seropedicae e dos
isolados de plantas de arroz de sequeiro e irrigado (positivos para AIA) em meio
DYGS até atingirem a densidade 6tica de 0,8 a 600nm. Aliquotas de 100 uL de cada
cultivo foram retiradas e aplicadas, em ftriplicata, em tubos de ensaio contendo meio
sélido BMGM livre de nitrogénio (ESTRADA-DE-LOS-SANTOS, et al., 2001), com
capacidade de 50 mL e vedados com tampas de borracha. Cada ftriplicata foi
incubada em BOD, por 48, 72 e 96 horas, a 30°C.

Apbs estes periodos 1/10 do ar dos tubos foi retirado e um volume igual de acetileno
foi injetado. Os tubos foram incubados novamente por 24 horas a 30°C. Como
controle negativo foi utilizado um tubo de ensaio sem o in6culo bacteriano. Apo6s a
incubacao, a producao de etileno foi avaliada pela retirada de uma aliquota de 100
ML do ar contido nos tubos com um auxilio de uma seringa (modelo). A dosagem do
etileno foi realizada por cromatografia gasosa pelo aparelho GC-148 Shimadzu. As
temperaturas da camera, do detector de inje¢do e da coluna foram de 60°C, 100°C e
60°C, respectivamente. Foi utilizado como padréo 138 ppm de gas etileno e o valor
de ARA foi medido por nmol de etileno produzido por hora de incubacao e calculado

usando a féormula abaixo

ARA (nmol C;H4.H™"x Cultura ™)
ou seja,

ARA= Vst X Cst X Asa X Vtu/ Vsa/Ast/H/22.4x1 06
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Onde, V¢t é o volume inicial do gas injetado (mL), C € a concentragédo do gas
padrio (etileno), Asa € a area de curva produzida do etileno no cromatégrafo (cm?),
Vi € 0 volume do gas utilizado (mL), Vsa € 0 volume de amostra do gas injetado
(mL),As; é a area de curva do gas injetado do acetileno (cm?) e H o tempo de

incubagao em horas.

.12 Estudos de crescimento das plantulas de arroz irrigado em solugao

nutritiva

O experimento do cultivo de arroz foi realizado em uma camara de
crescimento com cultivar IAC 103, e com o0s seguintes passos: primeiramente as
sementes de arroz foram descascadas e desinfetadas superficialmente através da
aplicacao de etanol 70%, por 3 vezes durante 5 minutos, em seguida os graos foram
embebidas em hipoclorito de sodio 2% por 5 minutos, e lavados varias vezes com
agua deionizada. Apds esse procedimento as sementes foram deixadas embebidas
em recipiente estéril com agua deionizada e esterilizada por um periodo de 24
horas.

A seguir parte das sementes foi transferida para meio sélido LB e incubadas
em BOD por 48 horas a 30° C para verificar se o processo de desinfecgédo foi
eficiente. As outras sementes foram utilizadas para os ensaios em solugéo nutritiva.
Sob condi¢des assépticas os experimentos foram preparados em sistemas de jarras
de Magenta (Sigma) com capacidade de 340 mL. Para a germinacao e cultivo da
planta foi utilizada a solugéo nutritiva Yoshida (vide apéndice 01).

O sistema de cultivo hidropénico constituiu-se de 06 sementes por sistema,
com quatro réplicas, sendo estas apoiadas em placa de microtubos de 0,5 mL
cortados em sua base para o desenvolvimento da raiz (Figuras 1 e 2). Nesses
ensaios utilizou-se 07 diferentes tipos de tratamento das sementes com bactérias
produtoras de AIA em D.O.gp 0,8, conforme descrito na Tabela 2.

Apdés o cultivo bacteriano em meio YM, na densidade otica descrita
anteriormente foram retiradas aliquotas do meio de cultura verificando a produg¢ao
de AIA de cada estirpe naquele momento e também se realizou diluicdes seriadas

de 107 107, verificando o nimero de coldnias por diluigdo pela unidade formadora
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de colénia (UFC) por espalhamento em placas de petri. Todos os controles foram
realizados em triplicata. Outro controle utilizado, realizado posteriormente, foi a
contagem de numero de bactérias aderidas a semente apds os diferentes
tratamentos. Esse controle foi realizado por plaqueamento das diluicbes de 10% e
107

Apdés a realizacdo dos tratamentos nas sementes e montagem dos
recipientes, os mesmos foram incubados no escuro a 30°C por 48 horas para a
germinagao das sementes em BOD.

Sendo que, apdés a germinacdo das sementes, as Magentas foram
transferidas para uma camara de crescimento asséptica a 28°C + 2°C, com controle
de luminosidade em um fotoperiodo de 14h, com umidade relativa entre 50-70%,
com quatro repeticdes em delineamento inteiramente ao acaso. No 15° dia apos a
germinagdo, as tampas dos recipientes foram retiradas para n&o prejudicar o
crescimento das plantulas. No 30° dia de cultivo foi realizada a coleta e realizadas
medidas como a extensdo da parte area e raizes das plantulas e quantidade de
raizes laterais com o auxilio de uma lupa eletrénica. Posteriormente as plantulas
foram secas em estufa com circulagdo de ar a 65°C por 3 dias e andlisados em uma
balanca de precisdo modelo AEG 220 (Shimadzu) para determinagdo da massa

seca.
l1.13 Analises estatisticas do experimento em solugdo nutritiva

Todos os dados obtidos pelo cultivo foram submetidos as analises de
variancia e comparacao pelo teste de Tukey para encontrar efeitos significativos nos
tratamentos utilizados, com o auxilio do programa para analises estatisticas Estat v.
2.0 desenvolvido pelo Dept® de Ciéncias Exatas da UNESP/Jaboticabal (BARBOSA
et al., 1992).
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Tabela 2. Descricdo dos tratamentos utilizados na inoculagdo de sementes do

cultivar IAC 103.

Tratamentos

Descri¢ao do tratamento

1.

Sementes imersas com as suspensdes bacterianas (meio YM), sob
agitacdo de 100 rpm, a 28° C, por 4 horas em volume de 1mL por
semente.

Sementes imersas com as suspensdes bacterianas (meio YM), sob
agitacao de 100 rpm, a 28° C, por 4 horas em volume de 1mL por
semente adicionadas de 3% de amido de milho (adesivo)

Sementes imersas com as suspensdes bacterianas (meio YM), sob
agitacdo de 100 rpm, a 28° C, por 4 horas em volume de 1mL por
semente e posteriormente era adicionado a solugédo nutritiva 5% do
sobrenadante do meio de cultivo da bactéria.

Sementes imersas com as suspensdes bacterianas (meio YM), sob
agitacdo de 100 rpm, a 28° C, por 4 horas em volume de 1mL por
semente e posteriormente era adicionado a solugéo nutritiva 10% do
sobrenadante do meio de cultivo da bactéria.

Sementes nado tratadas, mas adicdo a solugdo nutritiva de 5% do
sobrenadante do meio de cultivo da bactéria;

Sementes nao tratadas, mas adigéo a solugéo nutritiva de 10% do
sobrenadante do meio de cultivo da bactéria.

Sementes imersas com células bacterianas sem o sobrenadante do
meio de cultura e imersas em s NaCl 0,85% 1 mL por semente
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IV. Resultados e Discussao

IV.1 Coleta e isolamento

O processo de isolamento de bactérias foi eficiente para as amostras do
cultivar irrigado. Foram selecionadas col6nias com diferentes caracteristicas como
coloragéo, bordas e formatos de colénias. No total 89 colénias foram coletadas de

diferentes partes das raizes das plantas (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da quantidade de isolados obtidos através dos meios de
cultura no cultivar Irga 144

Arroz irrigado (Cultivar Irga 144)

Origem Quantidade de isolados
YM INFB NFB
Solo (S) 06 11 0
Rizosfera (RZ) 08 08 0
Rizoplano (RP) 03 0 02
Endofitico (End/E4) 19 08 11
TOTAL 36 27 13

Foi detectada a presenga maior quantidade de bactérias quando o isolamento
ocorreu no meio YM em comparagédo aos meios JNFB e NFB, o que pode estar
relacionado principalmente devido a auséncia de fonte de nitrogénio nos ultimos
meios citados. Por outro lado os meios de cultura NFB e JNFB facilitam o
isolamento de bactérias do género Azospirillum e Herbasprillum respectivamente,
considerando que esses meios foram desenvolvidos para o cultivo de isolados
bacterianos diazotréficos de diferentes plantas principalmente gramineas (KUSS et
al., 2007b). Um outro dado importante sobre a coleta dos isolados foi que as maiores
populagdes bacterianas foram observadas nas amostras da rizosfera e endofiticos,

isto pode ser devido ao fato que as plantas fornecem um ambiente favoravel a



34

proliferacdo das bactérias e além de fornecerem exudados como carboidratos,
acidos organicos e vitaminas.

Mesmo que o meio semi-seletivo YM nao seja o mais apropriado para
isolados diazotréficos, devido a sua composicao, o objetivo principal da utilizagéo
deste foi o de selecionar bactérias pertecentes ao género Rhizobium, principalmente
espécies de R. leguminosarum.

O processo de isolar bactérias da cultura de arroz cultivar Maravilha ficou
abaixo do esperado, foram encontrados apenas 13 isolados endofiticas com meio de
cultura YM (Tabela 4). Nos outros meios de cultras utilizados ndo foram isolados
bacterianos, isto aconteceu provavelmente devido as caracteristicas ambientais
desta lavoura, como umidade, temperatura e pluviosidade e taxas de oxigénio no
solo desta cultura. A cultura de arroz irrigado ao contrario € um ambiente favoravel a
presenca de diazotréficos devido a inundagdo com &gua na cultura e a
decomposi¢cdo abundante. Esses fatores culturais resultam na queda do nivel de
oxigénio no solo o que facilita a presenca dos microrganismos de fixadores de
nitrdgenio de vida livre e facilmente isolados através do cultivo nos meios NFB e
JNFB.

Tabela 4. Resultados da quantidade de isolados obtidos através dos meios de

cultura no cultivar Maravilha.

Arroz sequeiro (Cultivar maravilha)

Origem Quantidade de isolados
YM
Endofiticos 13
Total 13

Ap6s o0 processo de isolamento e armazenamento das bactérias deste
trabalho, as mesmas passaram pelo processo qualitativo, realizado em meio DYGS
com suplemento de triptofano. Apesar deste meio de cultura possuir em seu
componente o extrato de levedura, que é uma fonte rica de aminoéacidos,

principalmente o triptofano, a adi¢ao deste precursor promove o aumento de sintese
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do AIA. Por outro lado, alguns autores sugerem que a maioria das bactérias
diazotréficas, principalmente do género Azospirillim produzam o acido indolacetico,
por uma via independente do triptofano. Mas como neste trabalho esta se testando a
producdo de AIA em isolados selvagens ainda desconhecidos e, portanto, o
triptofano foi adicionado ao meio de cultura

Os resultados qualitativos de produgédo de AIA indicaram que todas as
estirpes de R. leguminosarum e H. seropedicae produziram AIA em meio de cultura
DYGS. Dos isolados selvagens apenas 19 amostras produziram AIA por este
mesmo teste qualitativo, sendo 04 endofiticos de arroz sequeiro e 15 isolados de
arroz irrigado, obtidas de diferentes locais da planta (dados ndo demostrados)
(Figuras 3 e 4).

Apos o teste qualitativo foi realizado o teste quantitativo em todas as amostras
positivas anteriormente durante as fases logaritmica e estacionaria (Tabela 5).
Observou-se que as bactérias apresentaram taxas diferenciadas de produgéo e esse
aumento de teor esta relacionado com o numero de células presente no cultivo. Nos
estagios mais tardios de cultivo, onde as DOgg atingiram os valores aproximados de
3,5 foram observadas as maiores concentragdes de AIA de cada amostra (9,80 a
120 pg/mL, aproximadamente). As estirpes SEMIA 235 e SEMIA 2051 foram as
maiores produtoras de AIA entre o rizdbios, mas apresentaram quantidades de
produ¢cdo menor quando comparada as bactérias BR11175 e BR11417. Enquanto
que as maiores produtoras deste horménio foram E4-10 e RZ01, ambas isoladas de
cultivar irrigado (estirpes desconhecidas) e que produziram 25,27 e 29,36 ug/mL de
AlA, respectivamente.

Verificou-se que as bactérias deste estudo apresentam valores de producao
de AIA que ficaram acima dos reportados por KUSS et al. (2007a). Nesse trabalho
os autores estudaram a produgdo de AIA “in vitro” em varias espécies de
Azospirillum, isolados de diferentes cultivares de arroz irrigado no Estado do Rio
Grande do Sul, utilizaram o mesmo meio de cultura (DGYS sem triptofano) em
cultivos por 72 horas. KUSS e seus colaboradores observaram valores de producgéo
de AIA que variaram de 2,79 a 13,47 ug/mL, abaixo dos observados no atual

trabalho. A diferenca entre os dois trabalhos pode ser explicada devido a auséncia
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de triptofano no meio de cultura apesar do conhecimento prévio dos isolados como
pertencentes ao género Azospirillum.

EL-KHAMAS & ADACHI, (1999) demonstraram que in vitro estirpes de
Azospirillum brasilense (ATCC 2970) e Klebsiela pneumoniae (ATCC 13883)
produziram em NFB e NFDM respectivamente, suplementado com 100 ug/mL de
triptofano, uma grande quantidade de acido indol acético sendo que A. brasilense
produziu 46ug/mL apoés 72 horas de cultivo, e K. pneumoniae produziu 35 ug/mL
com 48 horas de cultivo.

Bactérias diazotréficas produtoras de AIA podem desempenhar um papel
fundamental na promocgao de crescimento das plantas, principalmente nos primeiros
estagios de desenvolvimento, e no processo de enraizamento. Sabe-se que esse
estimulo é dependente da dosagem do horménio, pois 0 excesso dele pode retardar

ou até inibir o crescimento do vegetal (BROEK et al., 1999).
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IV. 2 Identinficagdo dos isolados selvagens por técnica de

seqiiencimento do 16 S rDNA.

O método de extracdo do DNA para todos isolados positivos para AlA foi
considerado adequado e gerou material genético com alta qualidade e rendimento
(Figuras 5 e 6). O material obtido apresentou fragmentos com tamanho molecular
acima de 10 Kb (dados ndo apresentados) com relagdo 260/280 nm de 1,9 e
concentracbes médias de 400 ng/mL. Os DNAs obtidos foram utilizados para a
reagéo da PCR com oligonucleotideos especificos para o 16S rDNA e resultaram na
amplificacdo de um fragmento em 1500 pb e rendimento adequado para o
sequenciamento deste gene (Figura 7).

Apdés o seqienciamento parcial das amostras, a analise pelo “Blast’,
demonstrou um alto indice de diversidade entre as bactérias que puderam ser
classificadas taxonomicamente. Os resultados entre as seqliéncias obtidas e as do
banco de dados mostraram similaridade acima de 94% o que indica confiabilidade
para os resultados (Tabela 6). Segundo BORNEMAN, et al (1996) a alta diversidade
de microrganismos é devido a composigcado heterogénica do solo.

O solo constitui-se num dos principais reservatérios de carbono orgéanico da
Terra e um dos mais importantes habitats para os microrganismos, principalmente os
procariotos. A abundéancia do carbono procariético e de outros elementos sugere que
cerca da metade do protoplasma vivo da Terra seja de origem microbiana (WHITMAN
et al.,1998).

O sequenciamento parcial do 16S rDNA conseguiu identificar 13 OTUS
(Unidade Taxonémica Operacional) de seqliiéncias bacterianas das 21 produtoras de
AlIA neste trabalho, sendo que 06 pertecem a géneros diferentes, dos quais 5
agruparam-se com o filo Proteobacteria. Este filo possui uma grande diversidade de
morfologia celular e fisiologia, diferentes estratégias de obtengdo de energia sao
varias, incluindo metabolismo quimiolitotroficos, quimiorganotréficos, fototréfico, além
de outras vias metabdlicas especializadas em microrganismos adaptados a nichos
ecolégicos diversos. (CANHOS et al.,1997) que s&o geralmente encontrados em
solos de florestas tropicais, campos cultivaveis, aridos, estacdes experimentais
(GARRITY 2005).
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FIGURA 5. Perfil eletroforético da extracdo de DNA dos isolados selvagens de
arroz Maravilha e Irga 144 em gel de agarose 1,5% contendo Brometo
de etideo (0,5mg/ul). Canaletas: (1) padrdo de tamanho molecular (1 Kb
DNA Ladder -Gibco Molecular- N® catalogo- 15615-016), (2)MT6; (3)
(MT8), (4) MT10; (6)MT14; (7) S3; (8)S8; (9)RZ01; (10 E 11) padrao de
concentracdo pGEM (Applied Biosystems) 100ng e 200 ng
respectivamente.
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FIGURA 6. Perfil eletroforético de DNA dos isolados selvagens de arroz maravilha
e Irga 144 em gel de agarose 1,5% contendo Brometo de etideo
(0,5mg/ul). Canaletas: (1) padrdo de tamanho molecular (1 Kb DNA
Ladder -Gibco Molecular- N° catalogo- 15615-016), (2)MT6; (3) (MT8),
(4) MT10; (6)MT14; (7) S3; (8)S8; (9)RZ01; (10 e 11) padrao de
concentracdo pGEM (Applied Biosystems) 100ng e 200 ng
respectivamente.
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FIGURA 7. Perfil eletroforético de fragmentos de DNA gerados pela amplificagéo
do DNA dos isolados bacterianos dos cultivares IRGA 144 e Maravilha
através do conjunto de oligonucleotideos iniciadores Fd1/Rd1 em gel de
Agarose 1% contendo Brometo de etideo (0,5 mg/ul). Canaletas: (1) —
Padrdo de tamanho molecular (1 Kb Gene Ruler DNA Ladder -
Fermentas); Canaletas (2, 13 e 20) — controles negativos; (3)MT6;
(4)MTS8; (5)MT10; (6)MT14; (7)S3; (8) S7; (9)S8; (10)RZ01; (11)RZ03Y;
(12)RzZ06; (14)RzZ13; (15)RZ14; (16)RZ16; (17)RP03; (18)ENDS;
(19)ENDS; (21)E4-9; (22) E4-10.
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Resultados semelhantes foram obtidos por SUN et al. (2008) que identificaram
uma diversidade abundante e complexa de endofiticos de arroz irrigados na China,
através da extracéo total do DNA de cultivar do arroz variedade 90-3, e analisados
posteriormente por enzimas de restricdo (ARDRA), em amplicons do 16S rDNA dos
clones obtidos. Desta forma, em um total de 192 clones, os autores conseguiram
identificaram 52 OTUs, e as analises filogenéticas revelaram que a maioria dos
clones se afiliou ao filo Proteobactéria (59, 2%), e os demais filos ndo chegaram a
representar 25% das analises obtidas, impressionando os autores quanto a
proporgdo de microrganismos nao cultivaveis ou ainda n&o catalogados. Este
resultado pode ser explicado ja que apenas 1 a 10% das bactérias existentes na
biosfera séo classificadas e o restante ainda ndo se encontrou uma metodologia
adequada para o cultivo em laboratério.

Isolados selvagens de variedades de arroz inundado da Corea, demonstrados
por MUTHUKUMARASAMY et al. (2006), foram identificadas através de testes
bioquimicos e sequenciamento do 16S rDNA como pertencentes ao filo
Proteobacteria. Foram encontrados outros géneros bacterianos, como Burkholderia
sp., Herbaspirillum sp., Pseudomonas sp., Azospirillum sp e Gluconacetobacter sp.,
isto deve-se que o objetivo do trabalho era a diversidade e a identificacdo de
diazotréficos em variedades de arroz irrigado. Estes autorores concluiram que as
bactérias encontradas podem contribuir para o crescimento de variedades de arroz
inundado através de testes laboratoriais com a produgdo de hormdnios necessarios
para o crescimento vegetal.

Neste trabalho foram encontrados os géneros Pseudomonas sp, Burkholderia
sp., Agrobacterium sp. Rhizobium sp., Enterobacter sp., pertecentes ao filo
Proteobacteria e citados na literatura como promotores de crescimento em gramineas
(BALDANI, 2000; PERRINE et al 2001; GRAY & SMITH , 2005). Estes mesmos
géneros também ja foram encontrados em outras plantas como mandioca e soja, com
propriedades de promover o crescimento diretamente ou indiretamente da planta.
(TEIXEIRA et al., 2007).

Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sp., ja foram citada na
literatura com um enorme potencial de RPCP como inoculantes em gramineas. O

trabalho realizado por MIRZA et al (2006) detectou que este microrganismo provocou
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um efeito significativo na promogdo de crescimento de 55%, e no aumento na
producao de graos de 93% em duas variedades de arroz do Paquistdo sob condi¢bes
de casa de vegetacao. Um outro trabalho interessante com este género foi realizado
por SHAHAROONA et al. (2006), que concluiram que trés isolados provocaram um
aumento significativos no tamanho da plantas e produgédo de grdos em experimentos
de casa de vegetagcdo com milho em relagdo ao controle sem inoculo, principalmente
em vasos onde ndo existia doses de aplicagéo de fertilizantes, estes microrganismos
produziram taxas de 1-aminocilopropano-1-carboxylato (ACC) que é um precursor do
etileno,e que é um horménio importante para estimular o crescimento de diversas
plantas , dependendo da concentracdo contida no vegetal, esta bactéria ja foi citada
na literatura com enorme potencial para biocontrole de de doengas de plantas
(TEIXEIRA et al, 2007).

Uma outra bactéria isolada neste trabalho foi o género Enterobacter sp. com
similaridade 99% com Enterobacter asburiae (EU554444.1), este microrganismo é
encontrado em varios trabalhos como endofitico de diversas culturas (TEIXEIRA et al,
2007; SUN et al., 2008), representantes deste género podem provocar tanto efeitos
indiretos na promocgéo de plantas agindo como antagonista no combate da podridao
do pepino ou direto como reduzindo o nitrogénio atmosférico e transferindo para os
cereais e consequentemente um aumento substancial da planta em relacédo ao
controle (VERNA et al., 2001)

A Unica sequéncia nao pertencente ao filo Proteobacteria foi o isolado RZ 3 J,
que apresentou alta similaridade com bactéria do filo Firmicutes atingindo 100%
similaridade com seqliéncias do banco de dados. Este filo apresenta como
caracteristicas bactérias em forma de bacilos, que formam endoespéros e
freqientemente sdo encontradas em solo. Foi encontrado neste trabalho apenas um
representante deste grupo pertencente ao género Bacillus.

Isolados pertencentes ao filo Firmicutes tem sido recentemente analisados em
experimentos para as praticas agricolas. Sabe-se que bactérias deste grupo
possuem propriedades de RPCP em diversas plantas, e ja foram desenvolvidos
alguns produtos inoculantes comerciais como agentes de biocontrole com
propriedades de fungicidas, inseticidas e nematicidas para aplicar em diversas

culturas (GARDENER, 2004), o que demonstra o seu grande potencial para utilizagéo
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na agropecuaria, mas em arroz testes com efeitos diretos precisam ser melhor
avaliados.

Trabalho realizado por BERNEDUZI et al. ( 2008) isolaram um representante
selvagem dos campos de cultivo de arroz irrigado do Rio Grande do Sul (SVPR30)
que apresentava uma alta similaridade com o género Bacillus e verificaram que esta
bactéria possuia algumas habilidades de RCPP através de testes laboratoriais e
testes de in6culos nas sementes em casa de vegetagdo e perceberam que este
microrganismo produz uma alta taxa de producéo de Acido indolacetico e também
como produtor de sideréforos e fixador denitrogénio. Além de promover um aumento
significante nas raizes e partes areas e conseqlientemente um aumento substancial
em relacdo a massa seca, chegando a niveis de 30% do cultivar em relagdo ao

controle.
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Tabela 6. Resultados das classificacdes taxébmicas através do sequenciamento
parcial do 16S rDNA dos isolados selvagens positivos para produgéo de AlA.
Cadigo Cultivar/localizacao Blast (%)
isolado ¢ 16SrDNA

1. MT6 Maravilha/ Endofitico Rhizobium sp. Kus-8 (AF155100.1) 94
2. MT8 Maravilha/ Endofitico Enterobacter asburiae (EU554444.1) 99
3.  MT10 Maravilha/ Endofitico Pseudomonas sp.(DQ854817.1) 95
4. MT14  Maravilha/ Endofitico NS
5. S3 Irga 144/ Solo Acinetobacter sp.(EU447183.1) 94
6. S7 Irga 144/ Solo Acinetobacter sp.(EU447183.1) 94
7 S8 Irga 144/ Solo Acinetobacter sp.(EU447183.1) 94
8. RZ01 Irga 144/ Rizosfera NS
9. RZ03Y .lIrga 144/ Rizosfera NS
10. RZ03J Irga 144/ Rizosfera Bacillus subtilis (EU624435) 96
11. RZ06 Irga 144/ Rizosfera Acinetobacter sp.(EU447183.1) 94
12. RZ13 Irga 144/ Rizosfera NS e
13 RZ14 Irga 144/ Rizosfera NS
14 RZ16 Irga 144/ Rizosfera Massilia aerolata (EF688526.1) 99
15 RPO3 Irga 144/ Rizoplano NS e
16 END3 Irga 144/ Endofitico ~ Burkholderia sp. Ellin135 (EU554444.1) 94
17 ENDS8 Irga 144/ Endofitico ~ Burkholderia sp. Ellin135 (EU554444.1) 94
18. E4-09 Irga 144/ Endofitico NS e
19 E4-10 Irga 144/ Endofitico  Agrobacterium sp. ZY072 (EU652867.1) 100

"N.I. — Sequénicas nao identificadas. % Similaridade em relagdo ao Blast.
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IV.3 Atividade da redugao de acetileno em etileno in vitro

As estirpes que foram capazes de reduzir o acetileno nas condi¢des
experimentais foram os rizébios SEMIA 384, 2050 e 2051 e o Herbaspirillum BR
11417, com taxa de produgao apos 120 horas de cultivo entre 0,8 e 2,44 nmol C,H4
cultura'h™. As estirpes SEMIA 235, 265 e a BR 11175 apesar do cultivo nos tubos
de ensaios analisadas posteriormente através de densidade 6tica, ndo foram capaz
de reduzir o acetileno, mesmo que os valores de turbidez foram maiores que as
SEMIA 2050 e 2051. A taxa de producao de etileno para estirpes de rizébios e BR
11417 positivas ARA, foi aumentando conforme o tempo de cultivo nos tubos de
ensaio (Tabela 7). Por exemplo, nas primeiras 48 horas de cultivo a SEMIA 2050
nao conseguiu reduzir o acetileno e apés 120 dias de cultivo a taxa ficou em 1,44
nmol C,H, cultura™h™. Isto deve-se principalmente de adapatagcé&o ao meio de cultura
(fase lag) sendo um mais longa que os demais bactérias utulizadas neste estudo.

Os isolados selvagens que conseguiram reduzir o acetileno foram a RZ06,
End8, END3, S3, S7 E S8, o que caracteriza essas bactérias como fixadores de
nitrogénio demostraram que possuem mais uma caracteristica de promotor de
crescimento em planta, a produgao de ARA ficou entre 0.1 a 0,64 nmol C,H4 cultura
'h"" apos 120 horas de cultivo em tubos de ensaio (Tabela 7). Desta forma, estes
resultados demostraram que estes microrganismos isolados de arroz irrigado
produziram taxas aquém das bactérias que foram cedidas pelas outras instituigbes.
Os isolados do cultivar Maravilha positivos para AlA, com excessao a estirpe MT6
nao conseguiram reduzir o acetileno neste experimento.

Os isolados provenientes do cultivar Irga 144 positivos para AlA, que nao
conseguiram reduzir acetileno foram RZ01,RZ03-Y,RZ13,RZ14,RZ16, RP3, E4-09.
Todos os resultados positivos da atividade da nitrogenase deste trabalho foram
muito abaixo apresentados por GOVINDARAJAN et al. (2008). Estes autores
testaram atividade de ARA em duas estirpes Burkholderia viethamensis (MGK3 e
TVV75) isoladas de cana-de-agucar no Brasil,e produziram 112,94 e 241,17 nmol
C,Hs culturah™ respectivamente no mesmo meio de cultura utilizado neste

experimento. A diferenca entre a taxa de atividade da nitrogenase nos dois ensaios
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pode ser explicada por dois fatores. Primeiro, os isolados utilizados neste trabalho
foram purificados e cultivados por longo periodo em meio com fonte de nitrogénio, a
enzima vai perdendo sua eficiéncia, pois o processo de fixacdo de nitrogénio
demanda muita energia do metabolismo bacteriano, por outro lado os isolados de
Burkholderia no trabalho citado eram isolados recentemente, e realizaram o teste
imediatamente ap6s o isolamento. Uma segunda explicagdo para a baixa reducgao
do acetileno observada nesse trabalho seria a sensibilidade da enzima nitrogenase
ao oxigénio. A enzima nitrogenase é sensivel ao oxigénio e in “vitro” € o dificil
realizar este tipo de ensaio uma vez que os rizébios formam noédulos nas
leguminosas que as protegem do oxigénio. Além disso, o meio BMGM nao seja o
mais apropriado para o cultivo de rizdbios, H. seropedicae e as estirpes de
selvagens nos testes de ARA, talvez a utilizagdo de outro meio de cultura livre de
nitrogénio mas que proporcionasse melhor proliferacdo bacteriana dos isolados,
pudesse induzir uma maior producao de etileno pelas bactérias estudadas.

Resultados similares aos isolados positivos de ARA (Maravilha e Irga 144) ,
foram encontrados por MUTHUKUMARASAY et al. (2006) que isolaram diversos
géneros bacterianos em diferentes variedades de arroz irrigado na Coreia do Sul,
como Azospirillum sp., Herbaspirillum sp., Burkolderia sp, e Pseudomonas sp., e
detectaram a presenca da nitrogenase através do gene nif e controles positivos
visiveis como peliculas existentes nos meios de cultura semi solido utilizados. Todos
estes isolados foram testados posteriormente em casa de vegetagdo e promoveram
um aumento significante em uma variedade de arroz (IR36) ap6s 30 dias de cultivo
em condigdes assépticas. Entretanto, as taxas de ARA detectadas por cromatografia
gasosa ficaram entre 0,12 a 1,83 nmol C,H, culturah” em 24 horas de cultivos em
tubos.

XIE et al.(2003) isolaram diversos géneros bacterianos como Bacillus sp.,
Burkholdera sp., Agrobacterium sp., Pseudomonas sp., Aeromonas sp. de oito
provincias diferentes da China que continham plantacées de arroz irrigado e
identificaram 30 estirpes como possiveis promotores de crescimento em arroz,
devido a atividade para enzima nitrogenase detectada por CLAE, as taxas de

producdo esteve entre 0.9 a 537,8 nmol C,H4 cultura™h™. Uma caracteristica
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marcante deste trabalho foi que a producgédo de etileno dos isolados apresentava
diferencgas distintas dependendo da regido da coleta da cultura.

Trabalho realizado por PIAO et al. (2005) isolaram 60 amostras de diferentes
cultivares de arroz na China e verificaram que 16 isolados foram capazes de reduzir
o acetileno in vitro, as taxas de todas amostras ndo foram equivalentes, inclusive e
duas espécies do género Azobacter que produziram as maiores concentragdes de
etileno com taxas de 818,9 e 548,7 nmol C,H4 cultura'1h'1, por exemplo A.
armeniacus e A. nigricans respectivamente . Além disso, promoveram um aumento
significativo no cultivar de arroz quando inoculadas com suspensdes bacterianas em
consorcios a semente. Estas bactérias e as demais positivas para o teste do ARA
quando eram inoculadas separadamente a semente do cultivar nao apresentavam
resultados significativos a testemunha. Um outro resultado interessante que
espécies diferentes do mesmo género produziram resultados discrepantes como
Bacillus subtilis e Bacillus azotoformans com taxas de 4,12 e 357,5 CoH4 cultura'h™,

Todos os resultados citados anteriormente sobre a técnica do ARA
demosntraram que as taxas de atividade da nitrogenase in vitro sdo muitos
diferentes de um género bacteriano ao outro, e que os promotores de crescimento
repassam o nitrogénio reduzido para planta dependendo do gendétipo do vegetal ou
dos procedimentos adotados no experimento, sendo o fator ambiental como
temperatura, clima, solo sendo fatores fundamentais para o sucesso do
experimento, e nao apenas pela quantidade de nitrogénio reduzido produzido por

estes microrganismos.
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IV.4 Promogao de crescimento em arroz por R. leguminosarum

Todas as amostras bacterianas que foram submetidas ao experimento de
cultivo de arroz irrigado em solugéo nutritiva foram produtoras de AIA em meio
liguido YM em uma densidade ética de 0.8, com as taxas entre 0.96 e 29.45 ug/mL,
para as bactérias Acinetobacter sp. (S8) e a SEMIA 384 respectivamente. Todos os
cultivos bacterianos, no momento dos tratamentos com das sementes de arroz
apresentavam as Unidade formadora de colénias se encontravam acima de 10°.
(Tabela 8).

A peletizacdo das sementes com o inéculo contendo amido de milho 3%
(tratamento n® 2) aumentou a aderéncia das bactérias as sementes em em relagdo
aos tratamentos 1, 3 e 4 , sem prejudicar a germinacao, desenvolvimento ou a
interagdo dos isolados com as plantas (dados ndo demonstrados). Este processo
precisa ser melhor avaliado, mas é um processo que nao gera grandes custos aos
agricultores ao desenvolvimento de futuros inoculantes.

Quando se avaliou o efeito dos diferentes tratamentos com relagdo a massa
seca das plantas (Tabela 9A) observou-se que o cultivo do arroz em solugé&o
nutritiva com a inoculagao de estirpes de rizobio se mostrou significativos quando as
sementes foram inoculadas com as SEMIA 235 (tratamento 2) e SEMIA 2050
(tratamentos 3 e 4). Nestes trés tratamentos as estirpes proporcionaram um
aumento mais de 100% em relacdo a testemunha (sem a bactéria). As
concentracbes de AlA destas estirpes com estes tratamentos mencionados ficaram
em concentragdes menores em relagdo as demais estirpes isto pode ser a chave
para o desenvolvimento das plantulas no inicio destes tratamentos (Tabela 8).

Por outro lado o numero de raizes laterais aumentou em relagédo a
testemunha quando se utilizou inoculagbes em sementes com as SEMIAs 2050
(tratamentos 1 e 4), e 2051 (tratamento 1) e 235 (tratamento 2) ( Tabela 9D).

Estes resultados séo similares aos apresentados por KUSS et al., (2007a)
que realizaram experimentos de inoculagdes de A. lipoferum e do isolado UFSM-BD-
54-06 em plantulas de arroz (IRGA 420) em solugdo nutritiva. Esses autores

observaram que com 25 dias de germinacgao deste cutlivar, as bactérias inoculadas



52

provocaram aumento significativos de massa seca das plantulas (68%) em relagéo a
a testemunha. Além disso, foi possivel observar também o aumento e
desenvolvimento do numero e comprimento das raizes laterais e pelos absorventes.
GUIMARAES et al (1999) também demonstraram através de ensaios em
laboratorio (condi¢cdes assépticas), que quando as sementes de arroz foram
inoculadas com a estirpe BR 11417 (ZAE 94) ocorreu um aumento significativo na
massa seca da variedade IR 42 (64%) e Guarani (130%) em relag&o a testemunha.
Este ultimo trabalho citado difere dos resultados obtidos neste trabalho, pois
as estirpes de H. seropedicae BR11175 e BR11417 nao se destacaram em nenhum
dos parametros analisados nesse ensaio de cultivo sob solugdo nutritiva do arroz.
Além disso, a adicao de sobrenadante de cultura ap6s o cultivo destas bactérias
também nao demonstrou exercer aumento significativo no desenvolvimento das
plantulas. Esses resultados sugerem que provavelmente as estirpes de
Herbaspirilum, principalmente a BR 11417 nao se adaptaram ao ensaio proposto e
ao cultivar de arroz utilizado. Isso pode ser confirmado porque essa bactéria se
destacou em outros experimentos, utilizando outros cultivares e em outras condi¢gbes
de cultivo, como casa de vegetacdo e campos (BALDANI et al., 2000; FERREIRA
2003; GUIMARAES, 2003). Diferentes resultados demonstram que a reposta de
inoculagcédo de bactérias diazotroficas as gramineas, nao é dependente apenas da
presenca das mesmas, mas sim da interagdo destas com os gendtipo das plantas.
O uso da peletizagdo das sementes com um in6culo contendo amido de milho
3% proporcionou resposta positiva de desenvolvimento das plantulas quando a
bactéria utilizada foi a SEMIA 235. Resultados demonstrados por este tratamento
foram muito promissores para futuras utilizacdo desta pratica em novos ensaios
como casa de vegetacdo e campos de cultivos, pois ele apresentou capacidade de
aumentar a massa seca das plantas em torno de 130 % com relacao a testemunha.
Dados obtidos sobre numero de raizes laterais nas plantulas demonstraram
que as SEMIAs 235, 2050 e 2051 provocaram um aumento substancial nesta
estrutura, sob diferentes tratamentos em solugéo nutritiva (Figura 8). Uma vez que
nao foi observado aumento significativo na parte aérea das plantulas, as maiores

taxas de massa seca foram atribuidas ao aumento no nimero de raizes laterais.
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Os resultados obtidos quanto a extensdes da parte area e raizes das
plantulas (Tabela 9B e 9C) ndo se mostraram significativos em relagdo a
testemunha, mesmo assim, as plantulas que foram submetidas a inoculagao com as
Semias 235 (tratamento n® 1), 2050 (tratamentos n® 3) e 2051 (tratamento n°® 1)
apresentaram aparéncia sadia em relacdo a testemunha e os dados absolutos
destes tratamentos ficaram com valores acima em relacdo a testemunha, conforme
observado (Figura 8).

Algumas estirpes de R. leguminosarum utilizadas neste estudo como as
Semias 265 e a 384 ndo promoveram um aumento na massa seca, parte aérea, raiz
em relagdo a testemunha, nos dos diferentes tratamentos utilizados, em alguns
casos houve efeitos que inibiram o desenvolvimento e da planta, apesar que a
estirpe 384 possuir fatores importantes para ser considerada RPCP como de ser
produtora de AIA e de reduzir “in vitro” o acetileno a etileno, para mensurar a
atividade da nitrogenase, um fator pode ser explicado pela biologia molecular pelo
trabalho realizado por Menna et al., 2005 que por sequenciamento completo do gene
16S rRNA propdés uma mudanga de taxonomia para este isolado para
Mesorhizobium ciceri , mas ainda precisa ser realizados novos experimentos para
aprovar esta mudanca taxonémica.

Foram realizados testes estatisticos dos setes tratamentos comparando
sempre com mesmo isolado e observou-se inicialmente que os controles negativos
dos tratamentos nao apresentaram resultados significativos entre eles, os valores
absolutos estavam muitos proximos ndo se destacando nenhum tratamento sem o
microrganismo ou ou produtos de metabolitos presentes nos ensaios, ou seja, com
excecdo ao tratamento n® 07 o meio de cultura YM nZo alterava o desenvolvimento
das pléantulas (Tabelas 9 e 10). N&o existia também uma nenhuma correlagcdo do
tratamento aplicado em conjunto com a presenga qualquer microganismo. Desta
forma teria que existir determinada estirpe bacteriana para estimular ou inibir o
desenvolvimento da plantula.

As interagcdes de solo-planta-microganismos sdo complexas e seus efeitos
dificies de serem interpretados, pois 0s mecanismos que 0s microrganismos podem
aumentar o crescimento ainda sdo obscuros. Autilizagdo de bactérias produtoras de

AIA ou com potencial para fixagdo de N, é uma forma inicial de selecao de estirpes
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promissoras para aumento da produtividade do arroz, entretanto deve-se considerar
que tais caracteristicas exigem condicbes adequadas para se expressarem
(TEIXEIRA et al. 2007).
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Em trabalho com RPCPs em arroz em cultivo de hidroponia, sob condi¢des de
laboratério, EL-KHAMAS & ADACHI (1999) utilizando diversas concentragbes de
sobrenadante (2 a 8%) de caldo bacterianos de A. brasilense e K. pneumoniae,
observaram elongacao de raizes e proliferagcdo de raizes laterais das plantulas.
Conseqlientemente esses efeios levam a um aumento substancial da plantula
decorrente do aumento na eficiéncia de retirada de nutrientes de necessarios para o
crescimento ap6s 21dias de cultivo de hidroponia.

Experimentos de RPCPs com estirpes de R.leguminosarum bv. trifolii foram
realizados por BIWAS et al. (2000) em casa de vegetagdo e observaram em seus
resultados que duas estirpes E11 e IRBG74 promoveram e estimularam o
desenvolvimento de plantas de 20 a 40% no tamanho das raizes e também um
aumento de nos graos apés 60 dias de cultivo.

O sucesso destes resultados podem se explicado por PRAYTINO, (1999) que
certas amostras de R. leguminosarum colonizam intercelularmente, multiplicando e
migrando nas raizes laterais do arroz de forma muito rapida e fixando o atmosférico
e repassando para a planta.

Estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii foram isoladas por YANNI et
al., (1997) e realizaram estudos em campos de cultivo e confirmaram que além de
contribuirem para o termo a FBN, reduziram a aplicagdo de produtos a base de N e
aumentaram de producao de graos de 25 a 33% em relag&o ao controle.

Apesar de que ainda faltam muitas informacdes entre as interagdes
Rhizobium-arroz (YANNI et al., 1997), os resultados significativos deste trabalho
podem ser explicados por CHI et al. (2005), PERINE et al. (2001) e PERINE-
WALKER ET AL. (2007). Estes autores demonstraram por microscopia eletrénica,
através de marcagdes com genes fluorescentes, que a interacdo Rhizobium-arroz é
uma interagcdo complexa e dindmica. Este microrganismo nao utiliza somente como
porta de entrada as raizes laterais, quebras ou lesdes de tecido da raiz em
cabelereira (‘root hairs”), mas pode penetrar ativamente na planta, pois existe
emisséo de flavondides e enxudatos emitidas pelo vegetal que auxilia processo de
quimiotaxia.

Todos os tratamentos utilizando somente o sobrenandante do meio de cultura

(tratamentos 5 e 6), ndo foram significativos a testemunha em peso seco, extenséo
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de parte area e raiz. Resultados similares foram relatados por EL-KHAMAS &
ADACHI, 1999 que perceberam que concentracbes acima de 10% sobrenadante
com bactérias produtoras de AlA inibiram a elongacao das raizes e raizes laterais.

Células de raizes e da parte area sao sensiveis a adicao de auxinas,e que a
elevada producgédo de indbis reduz o comprimentos das mesmas na presenga de
triptofano (RADWAN et al., 2004) .

Resultados positivos e negativos da utilizacédo de R. leguminosarum deste
trabalho corrobora com PERRINI et al., (2000) que utilizaram estirpes de mesma
espécie no cultivar Pelde em condi¢cdes laboratoriais,. Os autores observaram
resultados positivos e negativos quanto ao desenvolvimento das plantulas e
concluiram que além do gendtipo do vegetal, as bactérias estudadas inibem o
crescimento do vegetal por possuirem genes nos plasmideos pSym que originam
produtos que afetam o crescimento, o desenvolvimento e a da morfologia da raiz.
Além disso, PERRINI e seus colaboradores verificaram o envolvimento do

fitohorménio auxina como um ponto chave nesta complexa interagéo bactéria-planta.
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Figura 8. Morfologia das raizes de plantulas de arroz cultivado em solugéo
nutritiva por 30 dias sob diferentes condicbes de tratamentos com a
inoculagdo de R.leguminosarum: (A) testemunha — aumento 8X; (B)
SEMIA 235 com tratamento n® 2; (C) SEMIA 2050 com tratamento n° 3;
(D) SEMIA 2051 com tratamento n® 1. As barras representam escala de
2mm. B, C e D estdo com aumento 6,3X. R representa a radicula (raiz
principal) e RL (representa as raizes laterais).
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Figura 9. llustracdo demostrando o experimento de plantulas de arroz IAC 103
cultivado em solucdo nutritiva por 30 dias sob diferentes condi¢des de
tratamento com a inoculacdo de R. leguminosarum: (A) testemunha , (B)
SEMIA 235 com tratamento n® 2; (C) SEMIA 2050 com tratamento n® 3;
(D) SEMIA 2051 com tratamento n® 1. As barras representam escala de
50 mm.
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IV.5. Resultados das inoculagdes de bactérias isoladas de cultivares

Maravilha e Irga 144

A inoculagédo do cultivar IAC 103 com as bactérias selvagens selecionadas
para o experimento em cultivo resultou em diversas situagdes (Figuras 10, 11 e
Tabela 10). Foram selecionadas estas trés bactérias porque elas foram positivas
para a producdo de acido indolacético e também apresentarem caracteriticas
positivas a para a atividade da nitrogenase. Incoculagbes com as bactérias. 8
(Acinetobacter sp.), End8 (Burkholderia sp.) nos diferentes tratamentos nao
implicaram em diferengas significativas tanto no acimulo de massa seca, quanto no
desenvolvimento da raiz e na parte area em relagdo a testemunha. Além disso, a
inoculagdo das sementes com o isolado End 8 (Burkholderia sp.) foi prejudicial ao
desenvolvimento das plantas de arroz em todos os tratamentos (Tabela 10). Essa
bactéria impediu a germinagdo das sementes, em 06 tratamentos e apenas as
suspensdes bacterianas inoculadas as sementes promoveram a germinagdo com o
tratamento 1 embebicdo (Figuras 10D, 11). Mesmo que esta estirpe, por ensaios
anteriores, tenha demonstrado produzir acido indolacetico e ser um fixador de
nitrdgenio, ndo se adaptou ao ensaio ou até mesmo ao cultivar. Esses resultados
observados podem ser explicados através de observagdes e proposicdes feitas por
KUSS et al (2007), estes autores afirmaram que podem existir diferengas quanto a
fixacdo de Nz entre os cultivares analisados, ou seja, pode ocorrer uma alta FBN “in
vitro” mas isto ndo se implica conseqlientemente em transferéncia total do N fixado
para a planta.

Utilizando suspensdes bacterianas do isolado MT6 para inoculagédo de
sementes do cultivar IAC 103 observou-se resultado significativos nos tratamentos
n® 3 e 4 (Tabela 10A) que provocaram um aumento substancial na massa seca
das plantulas em relagéo a testemunha (21%) (Figuras 10B e C) . Nestes mesmos
tratamentos citados os resultados referentes da extensao a parte area das plantas
foram satisfatorios, mesmo que estes nao sejam estatisticamente significativos, os
numeros absolutos ficaram 12% e 14% acima dos valores da testemunha (Tabela

9B). Parece que o acréscimo do sobrenadante (5 e 10%) do meio onde a MTG6 foi
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cultivada corroborou uma aparéncia sadia do IAC 103 em relagédo a testemunha
(Figura 11A e B), propondo seu uso como base para formulagbes futuras de
inoculantes.. Aumento na massa seca n&o foi devido a extensao de raizes e raizes
lateriais e pela extensédo da parte area conforme demosntrado nas (Figuras 11 B e
C) em relagéo ao controle Figura (8A).

O isolado S8 (Acinetobacter sp.) ndao estimulou, mas também nao inibiu o
crescimento vegetativo da plantula, na maioria dos tratamentos utilizados neste
trabalho. Apenas um tratamento o resultado foi benéfico ao crescimento da plantula
de arroz irrigado. Mesmo que o tramento n® 1 ndo estimulou um crescimento em
valores significativos em relagdo a testemunha, os valores absolutos da parte area
foram de 25% acima em relagao a testemunha (Tabela 10A). Os resultados desta
estirpe em relagdo ao cultivar IAC 103 ja era esperado devido a falta de
informacbes sobre este género e sobre sua possivel atuagdo na estimulacdo de
crescimento em arroz ou outro vegetal ,

Deve-se ressaltar que os experimentos desse trabalho foram realizados
condicbes em que nao houve qualquer interferéncia ambiental, ou seja, os
microrganismos nao ficaram expostos a diversos fatores existentes no solo ou
competicdes com outros organismos, entretanto as estirpes SEMIAs 235, 2050 e
2051 e o isolado MT6 (Rhizobium sp.) podem ser consideradas estirpes candidatas
a RPCPs e serem usadas futuramente como inoculantes para arroz. Outros
trabalhos devem ser realizados observando o comportamento dessas bactérias com
outros cultivares de arroz. Além disso, ensaios devem ser realizados tanto em vasos
como ou campo para se avaliar ndo apenas o efeito de tais bactérias no

desenvolvimento do arroz mas também na sua produtividade.
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Figura 10. Morfologia das raizes de plantulas de arroz cultivado em
solugcdo nutritiva por 30 dias sob diferentes condigbes de
tratamento com a inoculagao de isolados obtidos dos cultivares
Irga 144 e Maravilha: (A) S8 — com tratamento n® 1 aumento 8X;
(B) MT6 com tratamento n® 3; (C) MT6 com tratamento n® 4; (D)
END8 com tratamento n® 1. As barras representam escala de
2mm. B, C e D estdo com aumento 6,3X. R representa a
radicula (raiz principal) e RL (representa as raizes laterais).
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Figura 11. llustracdo demostrando o experimento de plantulas de arroz IAC 103
cultivado em solugdo nutritiva por 30 dias sob diferentes condi¢gbes de
tratamento com a inoculagéo de isolados obtidos dos cultivares Irga 144 e
Maravilha. (A)MT6 com tratamento n® 4, (B) MT6 com tratamento n® 3; (C)
S8 com tratamento n® 1; (D) END8 com tratamento n®> 1. As barras
representam escala de 50 mm.
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V. CONCLUSOES

As analises dos resultados permitiram as seguintes conclusbes:

1. Todas as estirpes de R. leguminosarum deste estudo foram capazes de
produzir acido indolacético in vitro.

2. Apenas as estirpes 384, 2050, 2051 e os isolados Burkholderia sp.,
Acinetobacter sp., Bacillus sp., Agrobacterium sp. reduziram o acetileno in vitro em
nas condi¢gdes deste ensaio em meio de cultura BMGM.

3. As SEMIAs 2050 e 2051 e o isolado do cultivar Maravilha Rhizobium sp.
(MT6) sob os tratamentos niumeros 3 e 4 promoveram um acumulo de massa seca,
e raizes laterais no cultivar IAC 103 sob soluc¢ao nutritiva em 30 dias de cultivo.

4. A SEMIA 235 promoveram sob o tratamento numero 2 um acumulo de
massa seca, e raizes laterais no cultivar IAC 103 sob solugao nutritiva em 30 dias de
cultivo.

5. A estirpe diazotréfica Burkholderia sp. (END8) inibiu o crescimento do

cultivar 103 em todos os tratamentos, sendo prejudicial sua utilzagao para o vegetal.
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VII. Apéndice 01

a. Meio DYG’S
Glicose 29
Peptona 1,59
Extrato de Levedura 29
KH2P04.7H20 0,5
Acido Glutamico 1,5
MgSO4.7H,0 0,59

Completar para 1000mL com H,0 destilada
Ajustar o pH 6.8

Meio sélido colocar a quantidade 9g/L de agar bacteriano

b.Meio Ym

Extrato de Levedura 0,5¢g
K2HPO4 0,59
Manitol 109
MgSO4.7H20 0,29
NaCl 0,19

Completar para 1000mL com H.0 destilada
Ajustar o pH 6.8

Meio sélido colocar a quantidade 9g/L de agar bacteriano

c.Meio de cultura NFB

Acido Malico 59
Azul de bromotimol 0,5% em 2mL
0,2 N de KOH

CaCl.2H20 0,02¢g
FeEDTA 0,61g
KzHPO4 0,59
KOH 4,59
MgSQO,.7H20 0,2g
NaCl 0,19
Solugéo de Micronutrientes 2mL
Solugéo de vitaminas 1mL

Completar para 1000mL com H20 destilada
Ajustar o pH 5.8

Meio sélido colocar a quantidade 9g/L de agar bacteriano
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d.Meio de cultura JNFB

Acido Malico 59
Azul de bromotimol 0,5% em 2mL
0,2 N de KOH

CaCl.2H.0 0,02g
FeEDTA 0,61g
KzHPO4 0,59
KOH 4,59
MgSQO,.7H20 0,29
NaCl 0,19
Solug¢ao de Micronutrientes 2mL
Solugao de vitaminas 1mL
KH2PO4 1,89
Extrato de Levedura 0,29

Completar para 1000mL com H20 destilada
Ajustar o pH 5.8
Meio sélido colocar a quantidade 9g/L de agar bacteriano

Micronutrientes para meios de cultura (NFB e JNFB)

Na;Mo04.2H,0 0,200g
MnSO4. H,0 0,235g
H3BO; 0,280g
CuS0,, 5H,0 0,008g
ZnS04.7H,0 0,024g

Completar o vollume para 200mL com agua destilada.

Vitamina para os meios de cultura (NFB e JNFB)

Biotina 10mg
Pyroridoxol 20mg
H.0 100mL

Dissolver a banho maria (40° C)
e.Meio LB

extrato de levedura 5,0g;
triptona 10,0 g;
NaCl 10,09

Completar para 1000mL com H20 destilada
Ajustar o pH 7,0
Meio so6lido colocar a quantidade 9g/L de agar bacteriano



f. Solucdo nutritiva Yoshida

Estoque 1

MnCI 1,149
Molibdato de 0,17¢g
amonia

H3BO3 1,179
ZnS0O, 0,043g
CuSOq4 0,038g
FeCls; 15,69
Acido citrico 14,69
Kl 0,036g

Por 1 litro de agua destilada
Estoque 2

CaCl, 8,08¢g
Por 100 mL

Estoque 3

MgSOq, 39,439

Por 100mL de agua destilada

Estoque 4

NH4sNO3 11,149
NaHPO, 4,459
KZSO4 8,949

Por 100 mL de agua destilada

Cada estoque deve ser dissolvido em 1 litro de agua destilada e ajustar o pH 5,8.
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