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O SEGREDO DA EXPANSAO ESTA NA FORTE
VONTADE DE CRESCER

Existe um unico ponto de vital importancia. E a forte vontade de crescer e expandir
custe o que custar. Esta atitude é fundamental. O pior pensamento a seu proprio respeito €
achar que “ndo tenho capacidade”. Pense: “Eu também sou um ser humano. Se aquela pessoa
esta fazendo, eu também serei capaz de fazer”.

A pessoa que nunca desiste, com uma forte determinacdo para realizar o seu
trabalho — mesmo que seja ridicularizada pelos outros — certamente crescera bastante. Eu
proprio trabalho com esta atitude. Porém aquela que desiste apos o primeiro fracasso nao
serve, de fato, para o trabalho.

Ha um provérbio que diz: “A resignagdo ¢ importante”. Em algumas circunstancias
isso ¢ verdadeiro mas, neste caso, “a ndo resignacao ¢ fundamental”. Portanto, deve-se
desistir quando a causa ndo for boa e, pelo contrério, ter forte determinacao para as boas

causas.

Mokiti — Okada



“As coisas mais importantes sdo as mais dificeis de se expressar. Sao coisas das
quais vocé se envergonha, pois as palavras as diminuem — as palavras reduzem as coisas que
pareciam ilimitaveis quando estavam dentro de vocé a mera dimensao normal quando sao
reveladas. Mas € mais que isso, ndo? As coisas mais importantes estdo muito perto de onde
o seu segredo estd enterrado, como pontos de referéncia para algum tesouro que seus
inimigos adorariam roubar. E vocé pode fazer revelagdes que lhe sdo muito dificeis e as
pessoas o olharem de maneira esquisita, sem entender nada do que vocé disse nem porque
eram tao importantes que vocé quase chorou enquanto estava falando. Isso € o pior, eu acho.
Quando o segredo fica trancado 14 dentro ndo por falta de um narrador, mas de alguém que

compreenda”.

Trecho extraido do livro “Outono da Inocéncia”,

de Stephen King.

In memoriais de meu pai,
Albino da Silva.

Dedico.
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RESUMO

SABINO, Daniele Cristina Costa. Metabolismo de nitrogénio em plantas de arroz (Oryza
sativa L.) em associa¢do com bactérias diazotréficas endofiticas. Seropédica: UFRRJ,
2003. 65p. (Dissertacdo, Mestrado em Fitotecnia).

O arroz (Oryza sativa L.) é colonizado por bactérias diazotréficas que, podem atuar como
promotoras de crescimento das raizes, assim como melhorar a nutricdo da planta através do
N2 fixado biologicamente. No entanto, estas associagdes podem modificar a fisiologia das
plantas, uma vez que as bactérias diazotroficas para fixarem o nitrogénio necessitam de
carboidratos e outros componentes, competindo, deste modo, com as plantas hospedeiras.
Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da inoculacao de bactérias
diazotroficas endofiticas “Burkholderia brasilensis” e Herbaspirillum seropedicae no
metabolismo de nitrogénio de duas cultivares de arroz adubadas ou ndo com nitrogénio
mineral. Um experimento em condi¢des de vasos foi realizado na drea experimental da
Embrapa Agrobiologia com as cultivares de arroz IR42 e IAC4440. A inoculacao consistiu
no uso das estirpes ZAE94 de Herbaspirillum seropedicae, e M130 de “Burkholderia
brasilensis”, a mistura destas duas estirpes e da testemunha (controle nao inoculado). A
adubac¢do na forma de (NH4)2SOs4, foi aplicada nas concentragdes de 0, 40 e 80 kgN/ha. As
coletas foram realizadas no periodo vegetativo (45 dias) e no florescimento (de acordo com
o ciclo de cada cultivar). Os pardmetros avaliados foram a presenca das bactérias nos tecidos
das plantas, o acaimulo de matéria seca da parte aérea, o acimulo de N, e a concentragao dos
compostos nitrogenados na planta. Os resultados mostraram que ndo houve diferengas nas
populagdes das bactérias em fungao da inoculagdo, porém, o numero de bactérias na raiz foi
ligeiramente maior do que na parte aérea. Foi também observado uma redug¢do na populagdo
no periodo de florescimento, em relagdo ao periodo vegetativo. De um modo geral, a cultivar
IR42 apresentou maiores respostas a inocula¢do, quando comparada com a cultivar
IAC4440. O acimulo de matéria seca da cultivar IR42 no periodo vegetativo, variou com a
inoculacdo e a dose de nitrogénio aplicada. Porém, a percentagem de nitrogénio (%N)
acumulada na parte aérea destas plantas, foi maior nos tratamentos inoculados com a estirpe
ZAE94, independente da dose de nitrogénio aplicada. As plantas que receberam 40 kgN/ha
e foram inoculadas com a mistura, apresentaram as maiores concentragdes de nitrato,
aminodcidos livres e acucares soliiveis na parte aérea. Os resultados obtidos sugerem que a
inoculagdo das bactérias diazotroéficas modifica o metabolismo de nitrogénio e que este
efeito foi diferenciado em fung¢do da variedade e da dose de nitrogénio aplicada.

Palavras chave: Fixa¢ao Bioldgica de Nitrogénio, inoculagdao, metabolismo de nitrogénio.



ABSTRACT

SABINO, Daniele Cristina Costa. Nitrogen metabolism in rice plants (Oryza sativa, L.)
inoculated with endophytic diazotrophic bacteria. Seropedica: UFRRJ, 2003. 65p.
(Dissertation, Master Science in Crop Science).

Rice is colonized by diazotrophic bacteria that can act as root growth promoting, as well as
to increase plant nutrition throw the biological nitrogen fixation process. These associations
can modify the plant physiology since they compete for carbohydrate and other compounds
necessary to host plants. The aim of this work was to evaluate the influence of the endophytic
diazotrophic bacteria, “Burkholderia brasilensis” and Herbaspirillum seropedicae on
nitrogen metabolism of two rice cultivars (IR42 and IAC4440). The experiment was carried
out in pots containing 3 kg of soil, fertilized with 3 nitrogen levels (0, 40, and 80 kg N) as
(NH4)2SOs4, and three inoculation treatments (H. seropedicae (ZAE94), B. brasilensis
(M130) and the mixture of both). The plants were harvested at vegetative (45 days of
inoculation) and flowering stages (according to the cycle of each cultivar). Bacterial
counting, dry matter, N content and the concentration of nitrogen compounds were measured
at each harvest. The results showed no statistical differences on bacterial counting. The
number of root bacteria was higher than in shoots. A population reduction occurred on the
flowering stage as compared to vegetative one. Cultivar IR42 responded to inoculation more
noticiable than IAC4440. The dry matter accumulation of the IR42 cultivar at the vegetative
stage varied with inoculation and nitrogen dose applied. This cultivar accumulated higher
amounts of nitrogen when inoculated with ZAE94 strain, independent of the nitrogen
applied. Concentrations of nitrate, free amino acid and soluble sugar in the aerial parts were
higher in plants fertilized with 40kgN/ha and inoculated with the mixture of bacteria. These
results suggested that the diazotrophic bacteria inoculation could modify the plants nitrogen
metabolism and theses effects were variable according to the rice cultivars and nitrogen
fertilization level applied.

Key words: Biological Nitrogen Fixation, inoculation, nitrogen metabolism.



INTRODUCAO

O arroz ¢ uma espécie hidréfila que, em fungdo do seu processo evolutivo, é capaz
de se adaptar as mais variadas condi¢des ambientais (VIEIRA, 1999). Depois da agua, o
nitrogénio ¢ o fator mais critico para o crescimento desta cultura (OLIVEIRA, 1994) e neste
sentido, as alternativas que visem aumentar a disponibilidade de nitrogénio, e diminuir a
dependéncia dos adubos nitrogenados, tem sido amplamente pesquisadas. O grande desafio
para a pesquisa ¢ aumentar a participacdo da fixacao biologica de nitrogénio (FBN) nos
sistemas produtivos, garantindo-lhes a produtividade e a auto sustentabilidade.

Embora a contribui¢do do processo de FBN ja esteja sendo estudado, o processo
fisiologico da associacdo entre bactérias diazotroficas e plantas de arroz ainda nao esta bem
esclarecido. Em 1993, o IRRI tragou metas de longo prazo, visando tornar a cultura do arroz
autosustentavel em relacdo ao nitrogénio, através da fixacao deste elemento pelas bactérias
diazotroficas que se associam a esta cultura. Esse processo deu origem a quatro
possibilidades. Segundo FISCHER (2000), essas metas sdo: i) associa¢des ndo nodulares —
melhorar as associagdes entre arroz e bactérias diazotroficas do solo, pela obtengao de
estirpes adequadas na infec¢do e colonizacdo de raizes de arroz; ii) associagdes nodulares
(como em leguminosas) colocando como suporte para a engenharia de plantas de arroz
capazes de “nodulag¢ao” — essa abordagem inclui a identifica¢ao de estirpes de Rhizobium e
variedades de arroz compativeis e examinando as respostas defensivas do arroz, para evitar
respostas que poderiam inibir a simbiose ou o processo de fixagao; iii) transferéncia de genes
nif — transformar plantas de arroz com genes nif para assegurar a expressdo da nitrogenase,
prote¢do da nitrogenase pela inativagdo do oxigénio, e uma energia suplementar para fixagao
de N2 sem comprometer a produgdo da cultura; iv) fixacdo de CO2 e eficiéncia no uso de N
aumentar o conhecimento do metabolismo de N em arroz e o impacto da fixagdo de N2 sobre
o balango de carbono e acumulo de energia.

Entretanto, estas associagdes podem alterar a fisiologia da planta. A atividade da
nitrato redutase da parte aérea de plantulas de trigo inoculadas com estirpes mutantes de
Azospirilium brasilense, deficientes na atividade da nitrato redutase, foi maior do que a das
plantas controle (FERREIRA et al., 1987). OLIVARES et. al. (2002), em experimento com
cana-de-agucar em condigdes axénicas, verificou que durante a fase inicial do
estabelecimento endofitico das bactérias Herbaspirillum seropedicae e Glucanoacetobacter
diazotrophicus, houve um aumento na atividade da -ATPase, comparada com o controle nao-
inoculado, que estavam relacionados com o aumento na absor¢do de nutrientes e mudangas
na fisiologia das plantas inoculadas.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da inoculagao
das bactérias diazotroficas Herbaspirillum seropedicae e “Burkholderia brasilensis™, no
metabolismo de nitrogénio das cultivares de arroz IR42 e IAC4440, contrastantes quanto ao
potencial de fixagdo biologica de nitrogénio.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Cultura do arroz

O arroz, uma monocotiledonea da familia Poaceae, pertence ao género Oryza, que
tem cerca de 20 espécies conhecidas. A espécie Oryza sativa, a qual pertence a grande
maioria das variedades cultivadas no mundo, originou-se no sudoeste da Asia. As trés
subespécies mais importantes sdo a indica, com graos longos e finos, a japonica, com graos
curtos e arredondados e a javanica, com graos longos e espessos. A subespécie Oryza sativa
indica ¢ utilizada nas regides mais quentes, tais como o sudoeste da Asia e regides tropicais
da América e da Africa (LU, 1999). Devido a sua extrema adaptabilidade, o arroz é hoje
cultivado no mundo todo, sendo cultivado desde 53° de latitude Norte até 40° de latitude Sul
(LU & CHANG, 1980), suportando, portanto, uma grande diversidade ambiental
(VICENTE, 1993).

O arroz ocupa uma posicdo de destaque na dieta do povo brasileiro, sendo
consumido por todas as classes sociais, principalmente pelas de baixa renda. E cultivado em
praticamente todos os estados brasileiros, tanto em sistema de sequeiro quanto de inundagao,
ocupando uma area total de 49 milhdes de ha, com uma producao de 2 milhdes de toneladas
de graos, e um rendimento médio de 2,8 ton/ha (IBGE, 2003). O arroz de sequeiro
caracteriza-se pela condicdo aerdbica de desenvolvimento radicular da planta. Sob condigdes
de solo inundado, como ocorre no sistema de cultivo irrigado, a conseqiiente criagdo de uma
condi¢do anaerobica implica numa série de transformagdes quimicas, microbiologicas e
fisicas que influenciam, ndo s6 o desenvolvimento da planta de arroz, como também a
absor¢ao de nutrientes e o manejo do solo (VIEIRA, 1999).

O ciclo de vida da planta do arroz pode ser dividida em trés fases: a) fase vegetativa,
que corresponde ao periodo compreendido entre a germinacao da semente e a iniciagdo da
panicula, sendo modificada pela temperatura e pelo fotoperiodo. Diferengas varietais na
duragdo do crescimento, devem-se basicamente a diferengas nesta fase; b) fase reprodutiva,
que vai da iniciag@o da panicula ao florescimento, tendo duracdo relativamente constante de
cultivar para cultivar; e c¢) fase de maturagao, etapa final do ciclo de vida da planta de arroz,
compreende o periodo de florescimento até a maturagcdo dos graos, dividindo-se em grao
ceroso, leitoso e maduro (MOREIRA E KLUGE, 1999).

A produtividade do arroz ¢ afetada por diversos fatores ambientais, tais como
temperatura, fotoperiodo, radiacdo solar e disponibilidade de 4agua.

De um modo geral, para as principais regides produtoras do pais, o fotoperiodo nao
chega a ser um fator limitante, desde que sejam respeitadas as épocas de plantio e as
variedades recomendadas para a regido. A temperatura média durante o desenvolvimento do
arroz deve estar entre 20°C e 35°C, sendo que o arroz nio tolera extremos de temperatura
(alta ou baixa), porém a sensibilidade da cultura varia com a fase fenoldgica da planta. A
radiacdo solar tem grande importancia na produtividade, uma vez que regula a taxa
fotossintética da planta. No entanto, a fase vegetativa apresenta pouca sensibilidade ao
sombreamento, porém quando este ocorre nas fases reprodutiva e de maturagao, o numero
de espiguetas e a percentagem de graos obtida ¢ significativamente reduzida (VIEIRA,
1999).



1.2. Nitrogénio

Apesar de o nitrogénio molecular (N2) constituir cerca de 78% da atmosfera, as
plantas vivem em uma situa¢do de escassez, porque o N2 ndo reage quimicamente sob
condi¢des naturais, como ocorre com outras moléculas diatdmicas. Nos solos, o nitrogénio
(N) pode ocorrer como N-orgéanico ou N-mineral, predominando as formas de nitrato (NO3
) e aménio (NH4") (FERNANDES E ROSSIELLO, 1995). A maior parte do N mineral nos
solos, disponivel para as plantas, ¢ derivado da matéria organica dos solos, através do
processo de mineralizagdo (URQUIARGA et al., 1993).

O ciclo interno do nitrogénio nos solos controla a disponibilidade de nitrogénio para
as plantas, sendo que a maioria dos processos de transformagdes sdo realizadas por
microrganismos, principalmente os fungos e as bactérias, ou seja sao influenciados por
fatores que afetam a atividade microbiana, tais como clima e solo. As transformagdes do
nitrogénio no solo, podem ser divididas em 3 processos principais: (a) mineralizagdo, que
compreende a transformagdo do N orgdnico em nitrato através da amonificacdo e
nitrificacdo; (b) imobilizagdo, que ¢ caracterizada pela utilizacdo do nitrogénio mineral,
durante o metabolismo microbiano ¢ ocorre simultaneamente a mineralizagdo; (c)
desnitrificacdo que € um processo de respiragdo anaerobia que resulta em perdas gasosas de
nitrogénio (VICTORIA et al., 1992).

A amonifica¢do representa a transformacao do N orgdnico em NHs+, que € o
primeiro produto nitrogenado mineral que aparece no solo. Durante a nitrificagdo, o0 amdnio,
resultante da amonificagdo ou incorporado ao solo via fertilizacdo, ¢ oxidado a nitrito
(NO2") e depois a NOs". A nitrifica¢do, diferentemente da amonificacdo, ¢ um processo
estritamente aerdbio, ou seja, s6 ocorre na presenga de oxigénio. Em solos alagados, como
por exemplo na cultura de arroz em condi¢des de inundagdo, a nitrificacdo s6 ocorre na fina
camada oxidativa da superficie do solo e na rizosfera oxidada das plantas em crescimento
(URQUIARGA et al., 1993). A desnitrificagdo ¢ um processo de respiracao anaerobia,
realizada por microrganismos capazes de utilizar nitrato ou o nitrito como aceptores finais
de elétrons em lugar do oxigénio, formando 6xidos gasosos (NO, N20) que podem ser
novamente reduzidos para N2. (VICTORIA et al., 1992). Quando cultivado em condi¢des de
inundagdo, o arroz apresenta condi¢des favordveis para as perdas de nitrogénio por
desnitrificacdo. O solo do arroz inundado apresenta duas camadas caracteristicas, uma fina
camada superficial (< 2 cm) oxidada e outra inferior reduzida (anaerébia). Quando um
fertilizante amoniacal ¢ aplicado na superficie do solo (aerdbia) ocorre o processo de
nitrificacdo, sendo que o nitrato produzido ¢ rapidamente difundido para a camada reduzida
(anaerobia), onde ocorre a desnitrificagdo. Cabe ressaltar que a rizosfera apresenta uma
interface anaerdbia/anaerobia, favorecendo a desnitrificagdo e portanto as perdas de
nitrogénio (URQUIARGA et al., 1993).

A cultura do arroz absorve altas quantidades de nutrientes, o que gera a necessidade
de suprir o solo com adubagdes e corretivos. Contudo, a eficiéncia da planta na recuperacao
do adubo adicionado ¢ bastante baixa, sendo que a taxa de utilizacdo de nitrogénio, raramente
ultrapassa 20-40% (DE DATTA, 1981; WESTCOTT et al., 1986). Isso pode ser explicado
pela elevada taxa de lixiviagdo e desnitrificacdo das fontes de N aplicadas as culturas
(FRANCO & BALIEIRO, 1999). O nitrato e amodnia sdo as maiores fontes de nitrogénio
inorganico absorvidos pelas raizes das plantas superiores (MARSCHNER, 1995).

O nitrogénio € o nutriente mais exportado como produto colhido, e ¢ admitido, em
regra geral, como o elemento com maior capacidade de aumentar a producido de graos
(MALAVOTA & FORNASIERI, 1983; MACHADO, 1985). Sendo que o arroz precisa de
1 kg de N, para produzir 15-20 kg de graos e, em termos de custo, o fertilizante nitrogenado



¢ 0 mais importante insumo da producao de arroz. Esta importancia origina-se do fato que o
N ¢ o maior fator limitante do crescimento, sobre a maioria das condi¢des. O
desenvolvimento das variedades responsivas aos fertilizantes, na Revolugdo Verde,
juntamente com a compreensao dos agricultores da importancia do N, tem levado aos altos
indices de uso dos fertilizantes nitrogenados no arroz (DAWE, 2000).

Sendo o nitrogénio um dos fatores mais limitantes ao crescimento das plantas, estas
desenvolveram varios mecanismos para a maxima eficiéncia no uso deste elemento, como
por exemplo a formacao de sistemas de absor¢do, assimilagdo e mobilizacdo que evitam o
desperdicio de N e energia. Estes complexos sistemas sdo resultados de uma progressiva
adaptacao das plantas as condi¢des ambientais de baixo suprimento de N (FERNANDES,
1978).

O nitrato ¢ a principal fonte de nitrogénio para a maioria das plantas, especialmente
os cereais e culturas graniferas, usadas como fonte de alimento em grande parte do mundo
(CAMPBELL, 1988). A maior parte do amonio absorvido € incorporado em compostos
organicos diretamente nas raizes, enquanto o nitrato ¢ translocado para a parte aérea,
podendo também ser estocado nos vacuolos das raizes e folhas. O nitrato acumulado no
vacuolo pode ser considerado importante no balango cation-anion para a osmoregulagido da
planta. Contudo, para ser incorporado dentro das estruturas organicas e cumprir sua fungao
como nutriente essencial para a planta, o nitrato precisa ser reduzido a amonio. A
importancia da reducao e assimilagcdo do nitrato na vida da planta, ¢ similar ao da reducao e
assimilagdo de CO: na fotossintese (MARSCHNER, 1995). A conversao do nitrato a
amonio, ocorre em um processo de reducdo que ocorre em duas etapas e envolve 8 elétrons.
Na primeira, ocorre a redu¢do de nitrato para nitrito, com um consumo de dois elétrons,
sendo esta reacdo catalisada pela enzima nitrato redutase e, na segunda etapa o nitrito ¢
convertido para amdnia, pela nitrito redutase, com um gasto de 6 elétrons (SOLOMONSON
& BARBER, 1990; LEA, 1993).

A Nitrato Redutase (NR) ¢ uma enzima citossolica, passivel de indugdo pelo
substrato (nitrato), sendo controlada por fatores genéticos, morfogénicos e hormonais, bem
como por fatores ambientais, tais como intensidade luminosa, disponibilidade de NOs e
agua. (BANDURSKI, 1965; BEEVERS & HAGEMAN, 1969; FERNANDES, 1978,
MARSCHNER, 1995).

A redugdo do nitrato nas plantas segue a seguinte reagao:

NO3; +2H"+2e- —> NO2 + H20
NR

Nos tecidos da parte aérea de plantas de metabolismo “C3”, como o arroz, a redugao
de nitrato esta associada com a oxidagdo de metabolitos gerados pela fotossintese e
transportados ao citossol, através da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ¢ em
plantas de metabolismo “C4”, esta reacdo estd acoplada a reagdo catalisada pela enzima
NADH-malato desidrogenase. Nas raizes das plantas, as fontes de carbono e energia para a
reducdo do nitrogénio sdo supridas pela fotossintese, sendo que os carboidratos e acidos
organicos sdo transportados via floema, existindo uma estreita correlagdo entre os niveis de
carboidratos e a capacidade dos tecidos da raiz de reduzir NOs” (MAGALHAES, 1993a).

A capacidade das raizes e da parte aérea das plantas em reduzir o nitrato absorvido
varia amplamente com a espécie vegetal, sendo possivel observar na seiva do xilema, correlagdes
entre os niveis de NR das raizes e a relagdo N-organico:N-nitrato. A atividade da nitrato redutase



(ANR) ¢ baixa nas folhas em inicio de expansdo, atinge valores maximos quando elas se tornam
expandidas e declina posteriormente, com a idade. Isto causa uma distribuicdo escalonada da
ANR na parte aérea das plantas, sendo que em plantas anuais a atividade enzimatica ¢ maior nas
folhas apicais, totalmente expandidas, declinando nos pares de folhas mais basais. Nas raizes,
ocorre uma situacao semelhante a observada na parte aérea, pois os valores mais elevados de
ANR ocorrem nas regides mais apicais da raiz (MAGALHAES, 1993b).

Sob condigdes de excesso de N, o nitrato pode ser acumulado nos vactolos ("pool”
de reserva), e mais tarde ser metabolizado para o crescimento das plantas (FERNANDES &
ROSSIELO, 1995). HIREL et al. (2001), demonstraram que aumentos na produtividade do
milho, podem ser obtidos pela selecao de genotipos, que durante a fase vegetativa tenham
baixa capacidade para reduzir o nitrogénio inorganico, acumulando o NO3™ nas folhas e, que
durante a fase de enchimento de graos, sejam capazes de reduzir e remobilizar este nitrogénio
para os graos.

A Nitrito Redutase (NiR) ¢ a enzima responsavel pela redu¢do do NO2” a NH4",
sendo passivel de indugdo tanto por NO2™ quanto por NO3. Esta particularmente localizada
no cloroplasto das folhas, e nos plastideos das raizes e de outros tecidos nao
fotossintetizantes (MARSCHNER, 1995). Nas folhas verdes, o doador de elétrons ¢ a
ferredoxina reduzida (Fdred), gerada no Fotossistema I, enquanto que em tecidos nao-
fotossintetizantes ¢ gerada através do NADPH, na via das pentoses-fosfato, por acdo da
ferredoxina NADP" redutase (SOUZA et al., 2002).

A reducido do nitrito nas plantas segue a seguinte reagao:

NO2 + 8H"+ 60 —> NH4" +2H20
NiR

Em diferentes tecidos e células das plantas, o nivel de NiR, ¢ muito maior do que o
de NR, evitando assim o acimulo téxico do nitrito. Deste modo, percebesse que o controle
da redugdo do nitrato nas plantas, ocorre na etapa de reducdo do nitrato a nitrito através da
NR ¢ ndo na redugdo do nitrito a amodnia pela NiR (SOUZA et al., 2002).

O amonio, produto final da redu¢do do nitrato, ¢ incorporado a compostos organicos
pela conversao do nitrogénio-amonio em nitrogénio-amino. Esta conversao ¢ feita pela acao
conjunta do sistema enzimatico glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT)
(LEA, 1993).

O glutamato ¢ o primeiro substrato utilizado na assimila¢do do amonio, através da
GS, formando a glutamina. Em seguida, o grupamento amino da glutamina, ¢ transferido
para o a-cetoglutarato, pela GOGAT, formando duas moléculas de glutamato (SOUZA et
al., 2002).

O ciclo de assimilagdo do amonio via GS/GOGAT, pode ser considerado hoje como
a principal rota de assimilacdo de NH3 em plantas superiores. A GS parece estar distribuida
em toda a planta, porém a atividade especifica da enzima, em geral, ¢ maior na parte aérea
do que nas raizes. A GS ¢ considerada a enzima chave na assimilagdo do amdnio nas folhas
do arroz. E preciso considerar, que a GOGAT sempre opera em conjunto com a GS, havendo
muita semelhanca no comportamento das duas enzimas, em diferentes estddios de
desenvolvimento das plantas e em diferentes concentragdes de amonio (MAGALHAES,
1993b).

A enzima glutamato desidrogenase (GDH), catalisa a reag@o do a-cetoglutarato com
0 amonio produzindo o glutamato, bem como a reagdo reversa, que resulta na desaminagao
do glutamato, utilizando como doador de elétrons NADH ou NADPH (SOUZA et al., 2002),
conforme a reagao:



NH4" + a-cetoglutarato + NAD(P)H + H* €= Glutamato + H20 + NAD(P)*
GDH

A afinidade da GDH pelo NH4" é baixa, variando de acordo com a localizagdo da
enzima no tecido vegetal (MIFLIN E LEA, 1977). O maior Km da GDH para o amdnio em
relacdo a GS, indica que ela ndo estaria atuando no sentido de aminagdo, pois nas plantas
superiores, a concentragdo de NH4", normalmente é baixa. Deste modo a GS, devido a sua
maior afinidade pelo NH4" (menor Km), seria a enzima mais apropriada para catalisar esta
rea¢do. Enquanto, a GDH parece estar relacionada com a assimila¢do de altos niveis de
amonio, como ocorre na fotorrespiracao e durante o metabolismo de senescéncia. Existem
indicios de que o real substrato da GDH, seria a amonia (NH3) € ndo o amonio (NH4"),
porém, como a amonia reage rapidamente com a agua formando o aménio, tem sido dificil
determinar o real substrato desta enzima. Uma vez assimilado em glutamato e glutamina,
por acdo das enzimas GS, GOGAT e GDH, o nitrogénio pode ser distribuido para outros
compostos por acao das enzimas aminotransferases ou transaminases (SOUZA et al., 2002).

1.3. Relacdes entre o metabolismo de carbono e nitrogénio

Com a diminui¢do da disponibilidade de N, um declinio na atividade fotossintética
pode ser observado. Este declinio ¢ mais acentuado nas plantas C3 do que nas plantas Ca,
que sdao mais eficientes no uso fotossintético de N. Em plantas Cs, a enzima rubisco,
responsavel pela assimilacdo de carbono na fotossintese, corresponde a mais de 50% do N
foliar. Porém, a assimilagdo do N depende de acidos orgéanicos e do ATP ¢ NADH,
produzidos no catabolismo de carboidratos que ocorre durante a formagao dos aminoacidos
(PIMENTEL, 1995). Assim, o processo de assimila¢ao do nitrogénio inorganico depende da
disponibilidade de energia e de esqueletos de carbono, provenientes da fotossintese. Porém,
o processo fotossintético depende diretamente da atividade de proteinas e outros compostos
nitrogenados, derivados do nitrogénio inorganico. Deste modo, a harmonia entre o
metabolismo de carbono e nitrogénio ¢ fundamental para o desenvolvimento dos vegetais
em geral (SILVEIRA, 1993).

A planta de arroz exibe durante as varias fases de desenvolvimento, variagdes
quanto ao padrdo de absor¢ao de nutrientes e metabolismo. Na fase vegetativa, os nutrientes,
incluindo o N, P, K e S s3o intensamente absorvidos, enquanto fotoassimilados sao
produzidos e proteinas sdo sintetizadas, de forma a sustentar os processos de perfilhamento
e de expansao foliar. Durante a fase reprodutiva, os fotoassimilados sdo transformados em
componentes da parede celular, como lignina e celulose. Os fotoassimilados em excesso, sdo
armazenados nos colmos ¢ bainhas, na forma de amido. Na fase de maturagdo, a
morfogénese ja se completou e os fotoassimilados acumulam-se nas paniculas na forma de
amido. A medida que este processo avanga, os carboidratos, proteinas e minerais acumulados
nas folhas movem-se para as paniculas e a planta entra em senescéncia (VIEIRA, 1999).

Um modelo para a absorc¢ao de nitrogénio e crescimento de plantas sob regime de
competicao, foi proposto por BALDWIN (1976) citado por GOMES (2002). Este modelo
demonstra que quando os carboidratos estdo em excesso, a absor¢do de nitrogénio ¢
favorecida, uma vez que o sistema radicular se apresenta mais desenvolvido em func¢ao do
carbono disponivel. Ao passo que, se o nitrogénio se encontra em excesso, teremos um
menor crescimento radicular, permitindo um maior acimulo de fotoassimilados nas folhas.
Neste sentido, a relagdo carboidratos/nitrogénio pode ser caracterizada em trés situagdes:



a) A disponibilidade de nitrogénio ¢ baixa, mas existe uma adequada sintese de carboidratos
e umidade no solo — o crescimento vegetativo serd lento e a frutificacdo sera pobre ou
inexistente, tendo estas plantas uma aparéncia verde-amarelada, com abundancia em
carboidratos de reserva (amido, agucares redutores e sacarose); b) O nitrogénio encontra-se
em excesso no solo e existem condi¢des apropriadas para a fotossintese — as plantas
apresentardo um bom crescimento vegetativo, com uma grande formacgao de flores, que em
sua maior parte abortardo. Sdo plantas com uma caracteristica coloragao verde-escuro, sendo
ricas em nitrogénio, porém pobres em carboidratos soliveis e amido; ¢) As concentragdes
de nitrogénio e carboidratos estio em estado de equilibrio adequado — configura-se a
condig¢do ideal para o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Apesar de a maioria dos fotoassimilados contidos nos grdos de arroz, serem
provenientes da fotossintese realizada durante a fase de maturagdo, parte dos carboidratos
acumulados nas bainhas das folhas e nos colmos, antes do florescimento, ¢ translocado para
a panicula. Ou seja, o carboidrato acumulado nos graos, pode ser dividido entre aqueles
acumulados antes do florescimento (carboidrato de reserva) e os resultante da fotossintese
realizada apds o florescimento. Estima-se que 68% dos carboidratos armazenados na fase
vegetativa sejam remobilizados para os graos. Em cultivares ands de arroz, uma menor
particao de fotoassimilados para o crescimento de 6rgdos vegetativos, resultou em maior
acumulo de carboidratos ndo estruturais nos caules e bainhas antes do florescimento. Essa
fracdo composta por amido, agucares e aminodcidos pode atingir até 2t/ha, sendo
prontamente translocada para as paniculas e utilizadas no enchimento dos graos (VIEIRA,
1999).

PAVLOV & IVANOV (1960) citados por FERNANDES & SOUZA (1993),
trabalhando com milho, demostraram a necessidade de esqueletos de carbono para a
incorporacdo do nitrogénio aplicado. Neste trabalho, as plantas receberam simultaneamente
uréia foliar ¢ NH4" via sistema radicular, e foi observado que a assimilagdo do NI-I+"
absorvido pela raiz era reduzida, devido a retengdo de agucares na parte aérea, em virtude da
aplicagdo de uréia.

Entre os diversos testes utilizados na determinacao do teor de nitrogénio no tecido
da planta, o mais simples consiste em calcular o contetido total de nitrogénio do tecido
vegetal, independentemente da forma sob a qual este nitrogénio possa estar. Sendo obtido
como resultado, a percentagem de nitrogénio em relagdo ao peso seco, que € utilizada para
o célculo de proteina bruta, usando-se um fator de conversdo, baseado no teor médio de
nitrogénio das proteinas da espécie considerada. Porém, em determinadas circunstancias, até
50% do nitrogénio total das plantas pode estar sob a forma livre. Deste modo, este teste
fornece uma indicagdo muito imprecisa do teor de proteinas das plantas, além disso parte do
nitrogénio poderia estar na forma reduzida, potencialmente nociva a varios processos
metabolicos. Ou seja, o simples conhecimento do teor total de nitrogénio, ndo ¢ uma
indicacdo segura das condi¢cdes gerais do metabolismo de N nas plantas. Entdo, a
combinagdo do estudo da atividade da nitrato redutase com o fracionamento do N da planta,
seria uma melhor forma de conhecer o correto status de N das plantas (FERNANDES, 1978).

Em cana-de-agucar, nas fases iniciais de crescimento, SILVEIRA & CROCOMO
(1981) citados por GOMES (2002), observaram aumentos na atividade da nitrato redutase e
taxas de acamulo de nitrogénio que estavam relacionadas com baixas concentragdes de
acucares soluveis e altas concentragdes de N-amino no colmo.



1.4. Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN)

A associagdo com bactérias diazotroficas, ou seja, bactérias que sdo capazes de
reduzir o nitrogénio atmosférico, tornando-o assimilavel, permite que algumas plantas
obtenham o nitrogénio, quando este encontra-se escasso nos solos. Todas as bactérias
diazotroficas, possuem um complexo enzimético chamado nitrogenase, que dentre outros
substratos alternativos, reduz o nitrogénio atmosférico at¢ amoénio (NEVES, 1993).

A incorporacdo de nitrogénio aos diferentes ecossistemas, via FBN, representa
uma redugdo substancial na quantidade de energia a ser empregada no processo de
Harber-Bosch, para a producao de fertilizantes nitrogenados. Como a ligacao tripla que
une os dois atomos de nitrogénio ¢ muito forte, para o seu rompimento através da fixagao
industrial, sdo necessarias temperaturas (>400°C) e pressdes elevadas (>107 Pascal),
obtidas através de derivados de petroleo, o que eleva os custos de producdo (MOREIRA
E SIQUEIRA, 2002).

A enzima nitrogenase catalisa o processo de reducdo do nitrogénio atmosférico
a NH4", sendo esta, uma reagdo acoplada a produgdo de 112. Duas unidades basicas
compdem a enzima: uma ferro-proteina que coleta a forca redutora e outra ferro-
molibdénio, proteina que coleta e reduz o substrato. Outros dois tipos de nitrogenase
independentes de molibdénio sdo também conhecidos, uma contendo vanadio no lugar
de molibdénio e outra contendo apenas ferro. A nitrogenase ¢ uma enzima extremamente
versatil, pois além do N2, catalisa a redugdo de varios outros substratos, tais como o
acetileno. Em funcao disto, a atividade de redugao do acetileno (C2H32) a etileno (C2Ha),
tem particular importancia no estudo dos sistemas fixadores de N2 (MOREIRA E
SIQUEIRA, 2002).

Dentre os sistemas agricolas que contribuem para a reciclagem do nitrogénio
perdido para a atmosfera, os mais importantes sao as simbioses que ocorrem nas plantas
leguminosas. Entretanto, outras associagdes menos perfeitas, como as que ocorrem
principalmente com cereais e gramineas, estdo rapidamente ganhando importancia, pois
os cereais representam a base alimentar, principalmente dos paises em desenvolvimento
(DOBEREINER, 1993).

As bactérias diazotroficas associadas as plantas da familia das gramineas,
apresentam comportamento diferente daquelas associadas aos representantes da familia
das leguminosas, que apresentam uma associagdo caracteristicamente simbidtica. No
caso da simbiose entre leguminosas e Rhizobium, o estudo ¢ facilitado pela ocorréncia
de nddulos, onde localizam-se os bacteroides, responsaveis pela FBN. Nos processos de
associag0es entre gramineas e bactérias diazotréficas, a auséncia de estruturas
especificas, a variabilidade no estabelecimento e no funcionamento da associagdo e as
dificuldades na quantificagao da fixagao de N2 no campo, t€m dificultado a investigagao
(PATRIQUIN et al, 1983).

Varios estudos t€ém mostrado a presenca de bactérias fixadoras de N2, junto as
raizes de gramineas. Em 1977, DE POLLI et al. citado por SIQUEIRA E FRANCO
(1988), mediram pela primeira vez, a fixagdo de N2 em Paspalum notatum usando N,
tendo sido estimada uma fixagdo em torno de 40 kgN/ha'.ano™!. Fixa¢do esta, suficiente
para manter, com esta espécie, gramados verdes o ano inteiro, sem adi¢ao de fertilizantes
nitrogenados.

Geralmente, as bactérias diazotroficas associadas as gramineas, podem exibir
um carater endofitico ou ndo (BALDAM et al., 1997). Segundo BALDAM et al., (1983),
as bactérias diazotréficas podem trazer beneficios para as plantas com as quais se
associam, seja através da FBN, pela producdo de fitohormdnios ou pela assimilacdo de



nitrogénio. Bactérias do género Azospirillum, aumentam a massa e o volume das raizes,
proporcionando mudancas na morfologia destas e dos pélos radiculares (TIEN et al,
1979; JAIN & PATRIQUIN, 1984; KAPULHIK et al, 1985). Diversos mecanismos
podem atuar na promogdo do crescimento radicular, tais como, induc¢do da expressdo de
genes responsaveis pelo crescimento dos pélos radiculares, devido a mudangas nos niveis
de fitohormdnios (JAIN & PATRIQUIN, 1985), mudancas na absor¢do de nutrientes
(LIN et al., 1983) ou através da indugdo da extrusdo de protons (BARSHAN, 1990).
Porém, BALOTA et al (1994), observaram que certas substincias excretadas pelas
bactérias diazotréficas podem apresentar efeito diferenciado (tanto estimulatério como
inibitorio) no desenvolvimento das plantas, em funcdo da espécie utilizada.

Uma das razdes para considerar o arroz como um dos promissores candidatos
para a pesquisa de fixagdo de nitrogénio ¢ a observagao que o status de N das terras
inundadas, sob cultivo de arroz, ¢ sustentado devido a alta atividade das bactérias
fixadoras de nitrogénio, que encontram um ambiente favoravel para o seu crescimento
nos sistemas submersos de arroz (MIRZA et al., 2000). Um grande nimero de bactérias
fixadoras de nitrogénio, estdo presentes na cultura do arroz irrigado. Sendo que os
géneros presentes variam em funcdo do nincho, aerdbio (raiz da planta e superficie da
agua) ou anaerébio (4gua, superficie e dentro do solo). Esta diversidade de
microrganismos fixadores de N2, dificulta individualizar a participagdo de cada um sem
alterar os demais. Desta forma em experimentos conduzidos principalmente no Japao e
na Filipinas, a contribui¢do da fixagdo foi feita pelo balango de N, onde o N inicial e o
final do solo e o removido nos graos, foram computados durante varios anos de cultivo.
Em todos os casos, o arroz cultivado sem aplicagdo de nitrogénio, mostrou um saldo
positivo, que variou de 25 a 146 kg de nitrogénio, incorporado ao sistema, por ano de
fixacdo de N2. Entretanto, a incorporacao deve ter sido maior, para compensar o que foi
perdido por volatilizagdo, desnitrificacdo e na agua de irrigacdo, que ndo foram
computados nestes estudos ( SIQUEIRA E FRANCO, 1988).

Dentre os microorganismos fixadores de nitrogénio que sao capazes de crescer em
cultivos de arroz de sequeiro e inundado, alguns colonizam o interior da planta, enquanto
que outros, como Azospirillum spp, Pseudomonas diazotrophicus, Enterobacter spp.
formam associag¢des na superficie das raizes (LADHA, 1986; VOSE, 1993). Contudo, o
papel desses organismos presentes nas plantas ainda nao foi bem identificado, com exce¢ao
para a estirpe Sp245 (Azospirillum brasilense) em trigo, onde foi demonstrado que a bactéria
aumenta a assimilacdo de nitrato do solo devido a maior atividade da nitrato redutase
(BALDAM et al., 1983). A populacao de microorganismos diazotréficos endofiticos, ocorre
em maior nimero nas raizes do que na parte aérea, e podem ser potencialmente promotoras
de crescimento dessas plantas, além de atuarem no controle bioldgico de fitomoléstias
(BALDANI, 1996). OLIVEIRA (1992), reportou a ocorréncia de altas populacdes de alguns
microorganismos diazotroéficos em raizes, base dos colmos e folhas de arroz. Esta autora,
também verificou que um maior nimero desses microorganismos, foram encontrados na
base do colmo, principalmente na época de florescimento quando comparado com a época
de enchimento dos graos. Dentre as bactérias diazotroficas detectadas estava presente a
“Burkholderia brasilensis” (BALDANI et al, 1996) e que inicialmente foi denominada de
bactéria E (OLIVEIRA, 1992). O género Burkholderia inclui atualmente 22 espécies
descritas e 3 espécies em descricdo ou validacdo por parte do comité internacional
responsavel, incluindo as espécies “B. brasilensis” e “B. tropicalis”. Estas duas espécies tem
como meio semi-seletivo o IMV semi-solido, que usa manitol como fonte de carbono e pH
ao redor de 5,0. Este meio, acrescido de 100 mg.L™! de extrato de levedura, tem permitido o
isolamento, principalmente de “B. brasilensis”. Ambas as espécies sdo capazes de crescer



em meio contendo 50 g.L"! de agucar cristal, mas somente “B. tropicalis” tolera 100 g.L!
deste agucar, usando a formulagdao do meio LGI-P (REIS E TEIXEIRA, 2002).

Uma outra bactéria, considerada endofitica, o Herbaspirillum seropedicae, tem sido
encontrada em associa¢do natural com raizes e caules de arroz e cana-de-aguicar, bem como
em outras plantas ndo-leguminosas (OLIVARES, 1997). Estudos de monitoramento através
de contagem em meio JNFb semi-solido, tém demonstrado que esta bactéria apresenta uma
baixa sobrevivéncia, quando inoculado no solo natural ou esterilizado (OLIVARES et al.,
1996). No entanto, os autores conseguiram reisolar a bactéria do solo, quando sementes de
sorgo desinfestadas superficialmente (livres de bactérias) foram germinadas neste solo,
sugerindo que a bactéria pode estar em estagio viavel mas nao culturavel. Esta pode ter sido
uma das razdes da mesma ter sido inicialmente isolada de solo de rizosfera de milho, sorgo
e arroz (BALDANI et al., 1986). No caso do género Herbaspirillum, existem dificuldade
para distinguir entre o H. seropedicae e o H. rubrisubalbicans. Além disso, o isolamento do
Herbaspirillum ¢ dificultado uma vez que pode ser confundido com Azospirillum,
principalmente aquelas bactérias capazes de tolerar o pH inicial mais a4cido do meio JNFbD.
Deste modo, a formagao de pelicula no meio JNFb, per si, ndo indica a presenga de bactérias
das espécies de Herbaspirillum (REIS E TEIXEIRA, 2002).

Dos nutrientes minerais, o nitrogénio é o que tem o maior efeito sobre a FBN, de
modo que a fixacdo s6 ocorre em situacdes de deficiéncia de N, pois a abundancia de
nitrogénio mineral reduz ou mesmo suprime a FBN. O grau de inibi¢ao pode variar de acordo
com a fonte de nitrogénio aplicada, porém, ¢ necessario que haja disponibilidade de N para
o crescimento e desenvolvimento da planta, até o inicio da fixagdo de N2 (FRANCO E
NEVES, 1992). Em leguminosas, o nitrogénio, mais especificamente o nitrato, afeta a
simbiose retardando a infec¢do do pélos radiculares pelo rizobio, inibe o crescimento dos
nddulos e a atividade da nitrogenase propriamente dita e, além disso, provoca a senescéncia
precoce dos nodulos ja formados (NEVES, 1993). Pequenas doses de nitrogénio, podem
beneficiar a FBN, funcionando como uma dose de arranque em determinadas culturas,
principalmente naquelas que tém nodulacao tardia ou fixam N durante um curto periodo do
seu ciclo, como o feijado (MOREIRA E SIQUEIRA,

2002). Em gramineas, estirpes mutantes (deficientes na atividade da enzima nitrato
redutase) foram capazes de fixar N2 em associacdo com plantas de trigo cultivadas em
sistema monoaxénico, mesmo na presenga de 280 ppm de nitrogénio na forma de nitrato
(FERREIRA, 1985). A bactéria diazotrofica, Gluconacetobacter diazotrophicus, que tem
sido encontrada em associacdo com gramineas, tais como cana-de-agucar, tem uma certa
tolerancia a amonio e ndo apresenta inibicdo da atividade da nitrogenase por nitrato, isto
apresenta uma vantagem ecoldgica e agronOmica, porque permite complementar a
contribuicdo da fixacdo bioldgica com a fertilizagdo nitrogenada colocada no solo
(BODDEY et al. 1991). Ou seja, tanto a necessidade de nitrogénio da cultura pode ser
suprida, como a quantidade de fertilizantes colocada no solo pode ser reduzida.

1.5. Fixacao biologica e metabolismo de nitrogénio

Ao contrario das bactérias diazotroficas de vida livre, que fixam o nitrogénio em
quantidade suficiente apenas para suprir suas necessidades proteicas, as bactérias que vivem
em simbiose com outros organismos transferem, parcial ou totalmente, para o hospedeiro o
nitrogénio que fixam, isto ocorre porque as enzimas que assimilam o amonio (GS, GOGAT
e GDH) passam a ser controladas pela planta hospedeira. Por exemplo, nas associagdes de
cianobactérias com Azolla ndo s6 a quantidade mas também a atividade das enzimas
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assimiladoras de amonia sdo bem menores do que as apresentadas pela cianobactéria em
vida livre (NEVES & FRANCO, 1993).

Em leguminosas, os produtos sintetizados nos nddulos s3o exportados rapidamente
para a parte aérea do hospedeiro, via xilema, pelo fluxo da transpiragdo, e tem sido sugerido
que a analise dos compostos nitrogenados da seiva do xilema, tanto em condi¢des de campo
como em casa de vegetacao, poderia ser utilizada para a quantificagcdo da fixagdo biologica
do N2. Isto foi proposto, principalmente para as leguminosas que transportam ureidos pois,
em diversos experimentos, foi encontrada uma correlagdo positiva e significativa entre a
concentragcdo de ureidos na seiva do xilema e as estimativas do N2 proveniente da fixagao,
obtidas pelas técnicas de redu¢dio do acetileno, dilui¢do isotopica de '’N e actimulo de N-
total nos tecidos (HUNGRIA, 1994).

Experimentos de inoculagdo com Herbaspirillum spp. em solo ndo-esterilizado, sob
condicdes de casa de vegetacdo, tém demonstrado que este diazotréfico endofitico, pode
realmente ser introduzido dentro das plantas de arroz, pela aplicacao de culturas de bactérias
nas sementes de arroz antes da germinagdo (OLIVARES et al., 1993 citado por LADHA E
REDDY, 2000). A inocula¢ao promove aumento no crescimento e na producao das plantas
de arroz, mas nao de forma uniforme. As maiores respostas a inoculagao tem sido observados
na presenga de niveis moderados de adubacdo nitrogenada (RAO et al, 1987). Estudos
realizados por DOBEREINER & BALDANI (1995) mostraram que a inoculagdo com
estirpes de Herbaspirillum spp. em plantulas de arroz, crescidas em solugdo de Hoagland
contendo nitrogénio marcado, proporcionou um aumento, derivado da FBN, de 40% no N-
total das plantas. Em condi¢des de vaso, também foram verificados aumentos variando de
11 a 20% na produgdo de arroz, quando as plantas foram inoculadas com estirpes de
“Burkholderia brasilensis”, ¢ de 17 a 19% quando inoculadas com estirpes de H.
seropedicae (BALDANI et al., 2000).

Apesar de diversos experimentos de inoculacdo de plantas de arroz, terem sido
realizados, poucos indicam que os efeitos obtidos com a inoculagdo sejam devidos a FBN
(RAO et al., 1987). Isto porque, a simples presenca da bactéria diazotrofica ndo implica
necessariamente que a planta obtenha grande contribui¢ao da FBN (BODDEY, 1995). Deste
modo, o desenvolvimento de métodos quantitativos do contedo de N, sdo de suma
importancia para avaliar os beneficios da associa¢do entre planta e bactérias diazotroficas.
Nesse sentido, OLIVEIRA (1994) utilizando a técnica de dilui¢io isotopica de N em
tanque contendo solo marcado, constatou que nas cultivares utilizadas de arroz inundado,
houve uma contribuicdo da FBN variando de 6 a 29%. Utilizando a mesma técnica e
trabalhando com diversos genétipos de arroz, CAMPOS et al. (1995), verificaram que a
cultivar IR42 obteve a maior contribuicdao da FBN, indicando um sistema com alta eficiéncia
de FBN, enquanto que a cultivar IAC4440, apresentou o maior enriquecimento de N,
sugerindo um sistema com baixa eficiéncia.

Um dos poucos trabalhos envolvendo o estudo do metabolismo de nitrogénio em
plantas inoculadas com bactérias diazotréficas foi desenvolvido por FERREIRA et al.,
(1987). Neste trabalho, em sistema monoaxénico, foi observado que as plantas de trigo
inoculadas com estirpes mutantes de Azospirillum brasilense, deficientes na NR,
apresentaram ANR na parte aérea maior do que as plantas inoculadas com a estirpe original.
Os autores sugeriram que este comportamento pode ter sido devido a uma maior translocacgao
do NOs para a parte aérea, nas plantas inoculadas com as mutantes e ao contrario, uma maior
reducdo de NOs™ nas raizes, em fun¢do da inoculagdo com a estirpe original. Ou seja, a
bactéria reduziria o nitrato na raiz, favorecendo a translocagio do nitrogénio, ja incorporado
em cadeias de carbono, para a parte aérea.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivares utilizadas

Foram utilizadas duas cultivares de arroz, contrastantes quanto ao potencial de
Fixacdo Biologica de Nitrogénio, avaliadas através da técnica de diluigdo isotopica de °N:

IR42 — Alto potencial para Fixac¢ao Biologica de Nitrogénio.

IAC4440 — Baixo potencial para Fixacao Bioldgica de Nitrogénio.

2.2. Experimento em condicoes de vasos

Foi realizado um experimento em condi¢des de vasos com solo (Planossolo), na
area experimental da Embrapa Agrobiologia. As sementes das cultivares de arroz IR42 e a
[IAC4440, foram inoculadas através de peletizacdo, com turfa contendo as bactérias
diazotroficas, “Burkholderia brasilensis” (M130), Herbaspirillum seropedicae (ZAE94), a
mistura de ambas ou o controle (ndo-inoculado).

A adubacio foi feita mediante analise de solo (Tabela 1), acrescida de 1 mL/kg de
solugdo de micronutrientes para cultivo em vasos (FRANCO E DOBEREINER, 1967). Em
cada vaso foram plantadas 5 sementes, ficando com 4 plantas apds o desbaste. Foram
aplicadas trés doses de nitrogénio (0, 40 e 80 KgN/ha), na forma de (NH4)2S04, parceladas
em 2 aplicacdes aos 20 e 60 dias apds o plantio. Vinte dias apds a germinacao das sementes,
foi colocada uma lamina d’agua de 2 cm que foi mantida até o final do experimento.

Tabela 1: Andlise da amostra do Planossolo utilizado na montagem do experimento em
condigdes de vasos.

pH em cmol./dm* mg/dm?
agua Al Ca+ Mg Ca Mg P K
5,8 0,0 2,4 1,7 0,7 8 26

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com um arranjo fatorial com
2 cultivares, 4 tratamentos de inoculacao, 3 doses de nitrogénio, 2 épocas de coleta ¢ 4
repeticoes.

As coletas foram realizadas no periodo vegetativo (50 dias) e no florescimento, que
variou de acordo com o ciclo de cada cultivar.

A variacdo na temperatura e insolagdo ao longo do experimento, podem ser
observados na figura 1.

12

12



|
25 1 1250
20 1 izoo
. ”
15 4 t 150 &
_ | T 2
10 1 L 100
- |
54 50
0 - } 3 !O

—@— Temperatura média —&— Insolagio

Figura 1: Variagdes na temperatura e insolagao durante o ano de 2002. As coletas foram
realizadas durante os meses de Maio, Junho ¢ Julho. Dados obtidos do INMET/PESAGRO-
RIJ.

2.3. Determinacoes

2.3.1. Contagem do numero de bactérias mais provavel de bactérias
diazotroficas (NMP)

A contagem do nimero de bactérias diazotréficas foi realizada pelo método do
Numero Mais Provavel (NMP), em raizes e parte aérea das plantas. O material (10g) foi
lavado e triturado em liquidificador por 1 minuto, com 90 mL de solugdo salina. Na etapa
subsequente, o material resultante foi diluido em solugdo salina até 10°°. Em seguida, 0,1 mL
de cada diluicao, foi inoculada no centro do frasco contendo 5 mL do meio semi-sélido semi-
especifico: INFb e JMV, para H. seropedicae ¢ “B. brasilensis”, respectivamente, ¢
incubados a 30°C por 5-7 dias. A contagem dos microrganismos foi baseada na presenga ou
auséncia da pelicula caracteristica, utilizando-se para o célculo, a tabela de McCrady
(DOBEREINER et. al., 1995).

2.3.2. Acamulo de matéria seca

O peso da matéria seca da parte aérea das plantas foi obtido apds secagem em estufa
de circulagado forcada a 60°C por 48h.

2.3.3. Contetido de Nitrogénio

O total de nitrogénio acumulado na parte aérea das plantas, foi determinado pelo
método descrito por TEDESCO (1982), onde 200 mg do material seco ¢ moido foram
adicionados em tubos de digestdo. Ao material seco € moido, em capela com exaustor, foi
adicionado 1 mL de H202 30%, 1,5 mL de H2SO4 concentrado e 0,7 g da mistura catalisadora
(100 g de Na2S04,10g de CuSO4.5H20 e lg de selénio). As amostras foram deixadas no
digestor, sob temperaturas crescentes até a total digestdo do material quando foram
destiladas por arraste a vapor e tituladas com H2SO4 padronizado, para a determinacdo do
teor de nitrogénio (%N) acumulado na parte aérea da planta. O N-total foi obtido pela
multiplicagdo da %N pelo peso da matéria seca da parte aérea.
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2.3.4. Extracao alcéolica

A extragdo alcoolica no material vegetal fresco foi realizada, segundo metodologia
descrita por FERNANDES (1983), em amostras de 1g de raiz, base do colmo, colmo ou
folhas das plantas, que foram conservadas em etanol 80% na geladeira, desde a coleta até o
momento da andlise. Estas amostras foram maceradas em almofariz, filtradas em gaze e
papel de filtro. O filtrado foi transferido para um funil de separacdo, onde um volume de
cloroférmio, igual ao da solugdo alcoolica, foi adicionado ao funil, agitando-se suavemente,
sendo deixado em repouso por 40 minutos, até a completa separacdo da fase polar e apoiar.
A fase apoiar foi descartada e o volume da fase polar foi completado até 25 mL com etanol
80%, ficando este material em geladeira até o momento das determinacdes. Deste material
foram retiradas aliquotas para determinacao de nitrato, N-amino livre e ac¢tcares soluveis.

2.3.5. Concentracio de nitrato

A concentragdo de nitrato foi determinado segundo CATALDO et al. (1975). Uma
aliquota de 0,1 mL do extrato alcoolico (raiz, base do colmo, colmo ou folha) foi colocada
em tubo de ensaio, no qual foi adicionado, vagarosamente, 0,4 mL da solucao de acido
salicilico 5% em HCI concentrado, deixando-se reagir por 20 minutos. A reagdo foi
paralisada com 9,5 mL de NaOH 2N. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 410 nm e a
determinagdo baseou-se em uma curva de calibracdo padrio, feita com solu¢des de nitrato
de concentracdes conhecidas.

2.3.6. Concentracao de Aminoacidos livres (N-amino)

A concentragdo de aminoacidos livres (N-amino) presentes na raiz, base do colmo,
colmo ou folha, foi determinada de acordo com a metodologia descrita por YEMM &
COCKING (1955). Uma aliquota de 1 mL do extrato alcdolico foi adicionada em tubo pirex
contendo 0,5 mL de tampao citrato 0,2M pH 5,0 (21,008 g de 4cido citrico, 200 mL de NaOH
IN, completar o volume para 500 mL com H2O destilada). Adicionando-se em seguida, 1,2
mL do reagente de ninidrina (2,5 g de ninidrina, 5 mL de KCN 0,01M e 300 mL de metil
celossolve). Os tubos foram cobertos com papel aluminio e aquecidos em banho-maria a
100°C por 15 minutos, seguido de um resfriamento em agua corrente, adicionando-se 3 mL
de etanol 60%. A leitura foi feita em espectrofotometro a 570 nm e a determinacdo foi
baseada em uma curva de calibragdo, feita com solug¢des de leucina de concentragdes
conhecidas.

2.3.7. Acucares soluveis

O teor de aglcares soliveis presentes na raiz, base do colmo, colmo ou folha das
plantas foi feito segundo YEMM & WILLIS (1954). Em tubos pirex, foram pipetados 5 mL
do reagente de antrona ( 0,4 g de antrona em 200 mL de H2SOs4, 5:2) e adicionados 1 mL do
extrato alcoolico, deixando-se a 0°C por 5 minutos. Apos serem agitadas suavemente, as
amostras foram deixadas em banho-maria a 100°C por 10 minutos, para desenvolvimento da
cor verde, quando foram resfriadas em agua corrente. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro a 620 nm. A curva de calibragdo padrao foi formada por solugdes com
concentragdes conhecidas de glicose.
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2.4. Analise estatistica
Para as analises estatisticas foi utilizado o programa estatistico SISVAR

(DEX/UFLA), aplicando-se o teste LSD com nivel de significancia de 0,05 na separagao das
médias.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Contagem do numero mais provavel de bactérias diazotroficas

Foi observada a presenca de bactérias nos tecidos da raiz e parte aérea das cultivares
IR42 ¢ IAC4440, em todos os tratamentos das duas coletas, incluindo o controle nao
inoculado (Tabelas 2 e 3). Este tipo de comportamento também foi observado por
OLIVEIRA (1992), onde a ocorréncia de Herbaspirillum seropedicae nao foi influenciada
pela inoculagio da bactéria nas plantas de arroz. BALDANI (1996) e GUIMARAES (2001),
sugeriram que a ocorréncia das bactérias no tratamento ndo inoculado, estava relacionado
com a presenca de outros microrganismos fixadores de N2, além das estirpes inoculadas,
uma vez que o solo utilizado ndo foi esterilizado. Além disto, os meios utilizados para a
contagem das bactérias (JNFb e JMV) sao semi-especificos para Herbaspirillum spp e
“Burkholderia brasilensis”, respectivamente. Ou seja, o crescimento obtido pode ser devido
a presenga de outros microrganismos, conforme observado por BALDAM (1996).

O nimero de bactérias presentes na raiz foi maior do que o observado na parte aérea
e, no periodo de florescimento (Tabela 3) ocorreu uma redugdo no niamero de bactérias, em
relag@o ao periodo vegetativo (Tabela 2). A populagdo de “B. brasilensis’, foi menor do que
a de H. seropedicae, e no florescimento, a cultivar IR42 apresentou uma populacdo de
bactérias diazotréficas maior do que [TAC4440 (Tabela 3). Na parte aérea, a adubacao
nitrogenada tendeu a aumentar a populacao das bactérias (Tabelas 2 € 3). OLIVEIRA (1992),
observou um maior nimero de bactérias na base do colmo das plantas de arroz, no periodo
de florescimento quando comparada ao periodo de enchimento de graos. No entanto,
experimento realizado em casa de vegeta¢do, mostrou uma reducio no niimero de bactérias
ao longo do ciclo na cultivar IR42, enquanto que a cultivar IAC4440 nao foi influenciada
pela época de coleta, nem pela parte da planta (GUIMARAES, 2001). Uma vez que as
bactérias diazotroficas em geral, estdo amplamente distribuidas no solo, a inoculagdo das
plantas s6 podera trazer resultados satisfatorios se a estirpe utilizada for capaz de competir
com a microflora nativa, e estabelecer-se tanto na rizosfera quanto nas raizes das plantas
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987 citado por DIDONET et al (2000). Como sugerido por
REIS JR. et al. (2000), o nimero de bactérias diazotroficas encontrada na planta pode nao
explicar as diferencas em relagdo ao metabolismo de nitrogénio, uma vez que estes autores
ndo verificaram diferengas, na populacdo nativa de Herbaspirillum spp. e
Gluconacetobacter diazotrophicus, entre partes da planta ou época de coleta, em quatro
genotipos de cana-de-acucar. Ou seja, os numeros populacionais destas bactérias nao se
alteraram em gendtipos contrastantes quanto ao potencial de fixagdo biolodgica de nitrogénio.
De modo similar, apesar dos resultados obtidos por CAMPOS et al. (1995) terem
demonstrado a diferenga entre o potencial de FBN das cultivares IR42 e IAC4440, CAMPOS
(1999) ndo verificou diferencas no namero de bactérias do género Burkholderia e
Herbaspirillum, nas duas cultivares.
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Tabela 2: Contagem do nimero mais provavel de bactérias diazotréficas crescidas nos meios INFb e JMV, presentes em raiz e parte aérea das cultivares
de arroz IR42 e IAC4440, no periodo vegetativo, sob condi¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repeticdes.

IR42 1AC4440
Nitrogénio aplicado (Kg,/ha) Nitrogénio aplicado (Kg/ha)
0 40 80 M¢édia 0 40 80 M¢édia

Raiz Média

Estirpe Meios =~ ----mmm--- log n° cel/g de matéria fresca---------- | = —--mmmeee- log n° cel/g de matéria fresca---------- geral
ZAE9%4 JNFb 5,96 5,71 5,50 5,72 5,71 5,46 5,84 5,67 5,70

M130 IMV 4,83 5,31 491 5,02 5,29 5,62 5,40 5,44 5,23

Mistura JNFb 5,87 4,96 5,88 5,57 5,53 5,20 5,60 5,44 5,51

IMV 5,43 5,35 4,82 5,20 4,79 5,76 4,76 5,10 5,15

Controle JNFDb 5,41 5,60 5,24 5,42 5,44 5,46 6,03 5,64 5,53

IMV 4,13 6,15 4,29 4,86 4,82 4,72 4,47 4,67 4,77

Média 5,27 5,51 5,11 5,30 5,26 5,37 5,35 5,33

Parte aérea Média

Estirpe Meios ~ -memmmmee- log n°® cel/g de matéria fresca---------- | = —mmmmmemm log n° cel/g de matéria fresca---------- geral
ZAE9%4 JNFDb 5,19 5,56 5,73 5,49 5,27 5,15 5,94 5,45 5,47

M130 IMV 3,54 5,36 4,33 4,41 5,28 5,18 4,67 5,04 4,73
Mistura JNFb 4,33 4,51 5,90 491 4,79 4,89 5,31 5,00 4,96
IMV 4,18 4,18 4,29 4,22 4,48 4,83 6,04 5,12 4,67

Controle JNFb 4,75 5,11 5,72 5,19 5,14 5,23 5,67 5,35 5,27
IMV 4,00 4,98 6,15 5,04 3,60 4,41 4,88 4,30 4,67

Média 4,33 4,95 5,35 4,88 4,76 4,95 5,42 5,04
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Tabela 3: Contagem do nimero mais provavel de bactérias diazotréficas crescidas nos meios INFb e JMV, presentes em raiz e parte aérea das cultivares

de arroz IR42 e IAC4440, no periodo de florescimento, sob condi¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repeticdes.

IR42 1AC4440
Nitrogénio aplicado (Kg,/ha) Nitrogénio aplicado (Kg/ha)
0 40 80 M¢édia 0 40 80 M¢édia
Raiz Média
Estirpe Meios =~ ----mmm--- log n° cel/g de matéria fresca---------- | = —--mmmeee- log n° cel/g de matéria fresca---------- geral
ZAE9%4 JNFb 5,14 5,04 5,04 5,07 4,136 4,854 4,649 4,55 4,81
M130 IMV 2,85 5,15 5,15 4,38 3,865 4,074 3,928 3,96 4,17
Mistura JNFb 3,87 5,04 5,14 4,68 4,729 4,459 4,654 4,61 4,65
IMV 4,65 5,15 4,65 4,82 3,744 4,510 4,381 4,21 4,52
Controle JNFDb 4,65 5,14 4,39 4,73 4,713 4,877 5,023 4,87 4,80
IMV 5,04 4,65 4,65 4,78 2,727 2,727 3,942 3,13 3,96
Média 4,37 5,03 4,84 4,74 3,99 4,25 4,43 4,22
Parte aérea Média
Estirpe Meios ~ -memmmmee- log n°® cel/g de matéria fresca---------- | = —mmmmmemm log n° cel/g de matéria fresca---------- geral
ZAE9%4 JNFb 4,39 4,65 4,65 4,56 4,484 4,653 4,732 4,62 4,59
M130 IMV 4,06 4,65 4,40 4,37 3,526 3,674 3,559 3,59 3,98
Mistura JNFb 4,39 5,04 5,14 4,86 3,708 4,253 4,772 4,24 4,55
IMV 2,78 4,65 4,65 4,03 2,726 3,731 3,914 3,46 3,75
Controle JNFb 4,65 4,39 4,65 4,56 3,981 3,936 4,166 4,03 4,30
IMV 5,15 3,98 4,40 4,51 2,726 2,088 3,754 2,86 3,69
Média 4,24 4,56 4,65 4,48 3,53 3,72 4,15 3,80
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3.2. Producao de matéria seca

O acumulo de matéria seca (AMS) da parte aérea das plantas foi influenciado
significativamente, pela aplica¢do de nitrogénio, sendo os maiores acumulos observados nas
plantas que receberam uma dose correspondente a 80 kgN/ha (Figuras 2 e 3). Em
experimento em casa de vegetagdo, SUBBA RAO et al. (1979) citados por RAO et al.,
(1987), observaram incrementos na produgdo de arroz com adubagdes de até¢ 120 kgN/ha.
Efeitos conjuntos da inoculacdo tém sido observados quando sdo aplicados até 60 kgN/ha,
sugerindo que a inoculagdo das bactérias diazotroficas combinada com a adubagdo
nitrogenada, pode aumentar a produgao (RAO et al., 1987).
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Figura 2: Peso da matéria seca (g/planta) da parte aérea das cultivares de arroz IR42 (A) e
IAC4440 (B), no periodo vegetativo, em experimento sob condi¢gdes de vasos ao ar livre.
Meédia de 4 repetigdes.

De um modo geral, na cultivar IR42, a inoculacdo das bactérias diazotroficas em
conjunto com a aplicacao do nitrogénio mineral, modificou o AMS das plantas (Figuras 2A
e 3A). No periodo vegetativo, quando foi utilizado 80 kgN/ha, a inoculacdo conjunta das
estirpes M130 de “B. brasilensis” ¢ ZAE94 de H. seropedicae, promoveu um aumento
significativo de 88% no AMS em relacdo ao tratamento controle. Porém, este mesmo
tratamento de inoculagdo, em conjunto com a aplicacao da dose de 40 kgN/ha, ocasionou
uma reducdo significativa de 41% no AMS das plantas. No entanto, nas plantas que nao
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receberam nitrogénio mineral, a inoculagdo da estirpe ZAE94 proporcionou um aumento de
43% no AMS, embora este aumento nao se diferenciasse estatisticamente do tratamento
controle (Figura 2A). No periodo de florescimento, também foi observada uma redug@o no
AMS em funcdo da inoculagdo, sendo que todos os tratamentos inoculados nao diferiram ou
foram significativamente menores do que o controle nao-inoculado (Figura 3A).
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Figura 3: Peso da matéria seca (g/planta) da parte aérea das cultivares de arroz IR42 (A) e
IAC4440 (B), no periodo de florescimento, em experimento sob condi¢cdes de vasos ao ar
livre. Média de 4 repeticdes.

Na cultivar IAC4440, nao foram observados efeitos significativos da inoculagao no
AMS das plantas (Figuras 2B e 3B). Porém, no periodo vegetativo, nas plantas que
receberam 40 e 80 kgN/ha e foram inoculados com a estirpe ZAE94, foi observado um
aumento ndo-significativo de 11 e 7%, respectivamente (Figura 2B). Ja as plantas que ndo
receberam nitrogénio ¢ foram inoculadas com a mistura de bactérias, apresentaram, no
periodo vegetativo (Figura 2B) e de florescimento (Figuras 3B), incrementos ndo-
significativos de 21 e 23 %, respectivamente, no AMS, em relagdo as plantas controle.

GUIMARAES (2001) verificou que o acimulo de matéria seca das plantas da
cultivar IR42 no periodo de enchimento de graos, foi reduzido pela inoculagdo das estirpes
M130 e ZAE94. Entretanto, na cultivar IAC4440, a inoculagdo de M130 promoveu
aumentos de até 23% no acimulo de matéria seca. MACHADO et al., (1998) observou que
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a inoculacdo de milho com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae, foi capaz

de incrementar o peso da matéria seca e o conteido de nitrogénio dos graos em plantas
adubadas com 100 kgN/ha.

3.3. Percentagem de nitrogénio

A percentagem de nitrogénio (%N) presente nos tecidos da parte aérea, aumentou
com a dose de adubo nitrogenado aplicado nas plantas de arroz. No periodo vegetativo, a
cultivar IR42 teve uma %N superior a da IAC4440 (Figura 4), enquanto no periodo de
florescimento o comportamento foi inverso (Figura 5).
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Figura 4: Percentagem de nitrogénio (%N) da parte aérea das cultivares de arroz IR42 (A)
e IAC4440 (B), no periodo vegetativo, em experimento sob condi¢des de vasos ao ar livre.
Meédia de 4 repetigdes.

No periodo vegetativo, a inoculagdo da estirpe ZAE94 aumentou significativamente

a %N da cultivar IR42, independentemente da aplicacdo de nitrogénio mineral, sendo
observados aumentos de até 34% nas plantas que receberam 40 kgN/ha, em rela¢do ao
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controle (Figura 4A). No periodo de florescimento, estes mesmos tratamentos (inoculagdo
de ZAE94 em conjunto com aplicagdo de 40 kgN/ha), promoveram um aumento de 32%,
embora sem diferir estatisticamente do tratamento controle. (Figura 5A).

A

o ZAESM
@ MI30

£ Mistura
= Controle

%N

OZAER4
B M30

A Mstura
@ Cortrole

0% N

Doses de N

Figura 5: Percentagem de nitrogénio (%N) da parte aérea das cultivares de arroz IR42 (A)
e IAC4440 (B), no periodo de florescimento, em experimento sob condigdes de vasos ao ar
livre. Média de 4 repeticdes.

Foram observados efeitos significativos da inoculagdo na cultivar IAC4440 no
periodo vegetativo quando as plantas foram adubadas com 80 kgN/ha. Entretanto, as plantas
inoculadas com a estirpe M 130, apresentaram uma redugdo significativa de 15% em relagao
ao controle (Figura 4B).

Esta tendéncia de o acumulo de nitrogénio na planta ocorrer principalmente no
periodo vegetativo, também foi observada por GOMES (2002) trabalhando com variedades
de cana-de-agucar ndo-inoculadas. O autor concluiu que as maiores concentragdes de
nitrogénio na planta, ocorreram no periodo inicial de crescimento quando também foram
observadas as maiores populagdes de bactérias diazotroficas endofiticas.
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3.4. Acumulo total de nitrogénio

O acumulo total de nitrogénio (N-Total) na parte aérea das plantas, também foi
incrementado pela aplicacdo do nitrogénio mineral, principalmente na dose de 80 kgN/ha
(Figuras 6 e 7).

@ ZAED4
@mM130

_ = E Mistura
a  Emb o @ Controle

MN-iotal (ma/planta)
o
oW
]
o

0 40 80
Doses de M

B

f [0 ZAE94
| M130

B Mstura
® Controle

Doses de N

Figura 6: Acumulo total de nitrogénio (N-Total) da parte aérea das cultivares de arroz IR42
(A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo, em experimento sob condi¢des de vasos ao ar
livre. Média de 4 repetigoes.

Porém os efeitos significativos da inoculagdo, s6 foram observados no periodo
vegetativo da cultivar IR42, onde a inoculacdo da estirpe ZAE94, promoveu os maiores
acumulos de N nos tecidos das plantas (Figura 6A). Cabe ressaltar, que na dose de 80
kgN/ha, tanto as plantas inoculadas com ZAE94 quanto as plantas inoculadas com a mistura
de bactérias, apresentaram um teor de N-total significativamente superior ao das plantas nao-
inoculadas. Como o acumulo total de N ¢ fungao da %N e do acimulo de matéria seca, este
resultado ¢ devido ao fato das plantas inoculadas com ZAE94 terem apresentado a maior
%N (Figura 4A) e as inoculadas com a mistura o maior AMS (Figura 2A).
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3.5. Compostos nitrogenados

3.5.1. Nitrato
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Figura 7: Acumulo total de nitrogénio (N-Total) da parte aérea das cultivares de arroz IR42
(A) e TAC4440 (B), no periodo de florescimento, em experimento sob condi¢des de vasos
ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

RODRIGUES et al. (2000) observaram uma maior %N nos graos das plantas de
trigo inoculadas com Azospirillum brasilense e que ndo receberam adubagdo nitrogenada.
BALDANI et al. (1987) observaram um aumento no peso seco, %N e acimulo total de
nitrogénio, em plantas de trigo, inoculados com a estirpe Sp245 de A. brasilense, em relagido
ao tratamento controle, quando adubados com 15 kgN/ha. No entanto, os tratamentos
inoculados com a estirpe Sp7 de A. brasilense, ¢ que receberam adubagdo de 60 kgN/ha,
houve uma reducao significativa no peso seco das plantas.

Um maior acumulo de N nos tecidos, na forma de nitrato foi observado nas folhas
das plantas em comparagdo com as raizes. Em contraste com os parametros anteriores, nao
foi possivel observar o efeito da aplicagao do nitrogénio mineral na concentragao de nitrato.



Ou seja, a concentragdo de nitrato variou, independentemente da aplicagdo de nitrogénio
(Figuras 8,9, 10 e 11).

A concentracdo de nitrato nas raizes, no periodo vegetativo, s6 apresentou efeitos
significativos da inoculagdo, nas plantas da cultivar IR42 adubadas com 40 kgN/ha, sendo
que as plantas inoculadas com a mistura de bactérias apresentaram um aumento de 78%, em
relacdo ao controle ndo inoculado (Figura 8A). Nas folhas desta cultivar, as plantas que
foram inoculadas com a mistura de bactérias, ¢ que ndo receberam nitrogénio ou receberam
uma dose equivalente a 40 kgN/ha, apresentaram um aumento de 281% e 75%,
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle (Figura 9A). Na cultivar [AC4440, a
inoculagdo da estirpe M130, em conjunto com a aplicacdo de 40 kgN/ha, promoveu um
aumento de 64% na concentragdo de nitrato nos tecidos da folhas (Figura 9B).
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Figura 8: Teor de nitrato (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das cultivares de
arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo, em experimento sob condi¢des de
vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.
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Figura 9: Teor de nitrato (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das cultivares de
arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo, em experimento sob condi¢des de
vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

No periodo de florescimento, as maiores concentracdes de nitrato nas raizes da
cultivar IR42, foram observadas nas plantas do tratamento com 80 kgN/ha e inoculadas com
a estirpe M130 (Figura 10A), enquanto que na cultivar [AC4440 foram os tratamentos que
receberam 40 kgN/ha e inoculados com a estirpe ZAE94 (Figura 10B). No entanto, nas
plantas da cultivar IR42 que receberam uma dose equivalente a 80 kgN/ha, a inoculagdo
reduziu a concentracdo de nitrato nas folhas (Figura 11A). Na cultivar IAC4440, as plantas
que receberam nitrogénio (40 ou 80 kgN/ha) e que foram inoculadas com a mistura de
bactérias, apresentaram um aumento de 127% e 65%, respectivamente, em relagdo ao
controle (Figura 11B).

Esta variag@o na concentragdo do nitrato nas raizes e folhas das plantas (Figuras 8§,
9, 10 e 11), ocorre porque as raizes das plantas normalmente ndao acumulam NO3”, mas o
translocam para a parte aérea para ser reduzido, embora outras prefiram reduzir o nitrato na
raiz. Além disto, a compartimentalizacao do nitrato nos tecidos das plantas permite que os
niveis de nitrato variem, enquanto os niveis de N-amino livre permanecem constantes
(FERNANDES, 1978).
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Figura 10: Teor de nitrato (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das cultivares
de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento, em experimento sob
condicdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

Cabe ressaltar que a presenca do nitrato no tecido de plantas de arroz cultivado em
sistema de inundagao, pode indicar que um parte do nitrogénio do solo poderia estar sendo
nitrificado na rizosfera do arroz (URQUIARGA et al., 1993). Este processo de nitrificacao
do fertilizante aplicado na forma amoniacal, ja foi observado por outros autores.
FERNANDES et al. (1978) trabalhando com Brachiaria cultivada em vasos com areia néo-
estéril, detectou um incremento na atividade da nitrato redutase, quando NH4" foi aplicado
nas plantas. Porém, como nas mais variadas condi¢des ambientais, a absor¢do do NH4" pelas
plantas ¢ mais rapida do que a de NO3” (FERNANDES, 1978), pode ser que parte do
nitrogénio aplicado, possa estar sendo perdido junto com o nitrogénio do solo, no processo
de nitrificagdo/desnitrificagdo que ocorre na rizosfera do arroz (ARTH et al., 1998). Por
outro lado, BALDAM et al (1979), observou em milho, uma correlacdo negativa entre a
atividade da nitrato redutase e da nitrogenase na presenca de 80 KgN/ha e propos que a
bactéria poderia estar contribuindo para a redugdo do NOj3 nas raizes das plantas.
FERREIRA et al., (1987), observou em condi¢cdes monoaxénicas, que ocorria um aumento
na atividade da nitrato redutase das raizes das plantas inoculadas com a estirpe original ou
com as mutantes (deficientes na atividade da nitrato redutase) de Azospirillum brasilense,
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independente do nivel de aplicacdo de nitrato. No entanto, nas folhas quando foram
utilizados 10mM de NOs’, as estirpes originais reduziram a atividade, enquanto as que as
mutantes tiveram até mais de 100% de aumento, em relagdo ao controle nao inoculado.
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Figura 11: Teor de nitrato (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das cultivares
de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento, em experimento sob
condig¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repeticoes.

3.5.2. Aminoacidos livres

A concentragdo de aminoacidos nas raizes das plantas, tanto no periodo vegetativo
quanto no de florescimento, variou independentemente da aplicacdo do nitrogénio mineral
(Figuras 12, 13, 14 e 15).

No periodo vegetativo, a inocula¢do da mistura de bactérias em conjunto com a
aplicacao de 40 kgN/ha, proporcionou os maiores acimulos de aminoacidos nas raizes das
plantas. Nos tratamentos ndo-inoculados, foram observados aumentos de 74% e 43%, para
as variedades IR42 e IAC4440, respectivamente (Figuras 12A e 12B). Nas folhas da cultivar
IR42, a aplicagdo do nitrogénio, tendeu a aumentar a concentracdo de aminoacidos nos
tecidos, sendo que para as plantas ndo-inoculadas, a maior resposta foi observada com a
aplicacao de 80 kgN/ha, com um aumento de 76% em comparagdo com as plantas que ndo
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receberam nitrogénio (Figura 13A). Na cultivar IAC4440, a aplicagio do N mineral
proporcionou aumentos na concentragdo de aminoacidos nas folhas, porém ndo foram
observadas diferencas significativas entre a aplicacdo de 40 kgN/ha ou 80 kgN/ha (Figura

13B).
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Figura 12: Teor de aminodcidos livres (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das

cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo em experimento sob
condicdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

Com excecdo das plantas que receberam 80 kgN/ha, a inoculacdo aumentou a
concentracdo de aminoacidos nas folhas das plantas da cultivar IR42. Porém, independente
da aplicacdo de nitrogénio, as plantas inoculadas com a mistura, apresentaram as maiores
concentragdes de aminoacidos nas folhas (Figura 13A). No entanto, na cultivar IAC4440,

ndo foram observados efeitos da inoculagdo das bactérias dizotréficas, na concentragdo de
aminoacidos nas folhas das plantas (Figura 13B).

29



—
3
o
©
E
=l @ ZAE94
w
5 BmM3o
§ B Mistura
E @ Controle
=
Doses de N
B
25
E__ |
=20 1
[+
E 15
= m ZAE94
L]
5] | .
® ; j B Mistura
E ! E Controle
"=y |
0 !

Doses de N

Figura 13: Teor de aminodacidos livres (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo em experimento sob
condicdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repeti¢des.

No periodo de florescimento, as maiores concentragdes de aminoacidos nas raizes
da cultivar IR42, foram observadas nas plantas inoculadas com a mistura de bactérias,
independentemente da aplicagdo do nitrogénio. No caso dos tratamentos com 40 kgN/ha, a
inoculacdo da mistura das bactérias causou aumentos de 79% em relacdo ao controle (Figura
14A). Na cultivar IAC4440 nao foram observados efeitos da inoculacio para os tratamentos
nitrogenados. Porém, as plantas que nao receberam nitrogénio, a inoculagdo da mistura das
bactérias proporcionou a maior concentragcao de aminodacidos nas raizes, apesar de ndo diferir
do controle nao-inoculado (Figura 14B). Nas folhas da cultivar IR42, a concentracdo de
aminoacidos tendeu a diminuir com a aplicacdo de nitrogénio (Figura 15A), enquanto que
na cultivar IAC4440, foi observado o comportamento inverso, ou seja, a concentracao de
aminoacidos aumentou em fun¢do do nitrogénio (Figura 15B). Além disto, nas duas
cultivares, nao foram observados efeitos significativos da inoculagdo. Porém de uma maneira
geral, na cultivar IR42 a inoculagdo tendeu a diminuir a concentragdo de aminoacidos
(Figura 15A), e na IAC4440 ocorreu o oposto, com a inoculacao tendendo a aumentar a
concentragdo de aminoécidos (Figura 15B).
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Figura 14: Teor de aminoacidos livres (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento em experimento
sob condi¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigoes.

FERNANDES (1974) citado por FERNANDES (1978) demostrou que quantidades
excessivas de N na forma amoniacal (150 ppm) podem levar a um acimulo de N-amino
livre, que se reflete em uma reducao no peso fresco das plantas, sendo este acumulo
influenciado pelas condigdes de luz e temperatura. FERNANDES (1990) observou que uma
relacdo negativa entre os teores de N-amino livres no tecido ¢ a matéria fresca das plantas
tem sido encontrada, independente dos fatores que causaram o acimulo de N-amino. Neste
sentido, FERNANDES (1991), trabalhando com plantas de arroz no inicio do ciclo, sob
diferentes condi¢des de luz e temperatura, observou que concentracdes de aminoacidos
soliveis em torno de 20 umoles/g de matéria fresca, foram encontradas em plantas sob
nutri¢do nitrica de até 150 ppm, enquanto que plantas supridas com até¢ 20 ppm de N, na
forma amoniacal, acumularam até 48,8 pmoles/g. peso fresco na parte aérea. Além disso,
também foi observado que em ambientes com baixa disponibilidade de energia metabdlica
(luz e/ou temperatura), o acimulo de matéria fresca nas plantas estava positivamente
correlacionado com o acimulo de aminoacidos livres nos tecidos. Em variedades de cana-
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de-agucar ndo-inoculadas, GOMES (2002) observou uma correlagdo positiva entre a
populacao de Herbaspirillum spp e a concentragdo de N-amino livre. JA MACHADO et al.
(1998) demonstraram a ocorréncia de correlagdao positiva entre as bactérias Azospirillum
amazonense e a atividade da GS, principalmente nas raizes das plantas de milho. Além disto,
as bactérias diazotroficas podem excretar amonio nos espacos intercelular das raizes,
aumentando a disponibilidade deste ion no sistema radicular (CRISTIANSEN-WENINGER
& WANDELEYDEN, 1994 citado MACHADO et al., 1998).
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Figura 15: Teor de aminoacidos livres (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento em experimento
sob condi¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigoes.

3.5.3. Acucar Solavel

No periodo vegetativo, somente as plantas que foram inoculadas com ZAE94,
apresentaram um aumento da concentracdo de agucar soluvel nas raizes em fungdo da
aplicacao do nitrogénio mineral. Os tratamentos com 80 kgN/ha apresentaram aumentos de
até 94%, em relacdo ao tratamento sem nitrogénio (Figuras 16A e 16B). Nas folhas da
cultivar [R42, foi observado um efeito diferenciado da aplicacdo de nitrogénio em relacdo a
inoculagdo. As plantas ndo-inoculadas ou as inoculadas com a estirpe ZAE94, apresentaram
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a maior concentracdo de agucar nas folhas, quando foi aplicagao uma dose equivalente a 80
kgN/ha enquanto que nas plantas inoculadas com a estirpe M130 ou com a mistura de
bactérias o comportamento foi inverso, com as maiores concentracdes sendo observadas
quando o nitrogénio ndo foi aplicado (Figura 17A). J& na cultivar IAC4440, de um modo
geral, a aplicacdo do nitrogénio, tendeu a aumentar a concentracdo de agucar nas folhas
(Figura 17B).
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Figura 16: Teor de agucares soluveis (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo em experimento sob
condicdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.
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Figura 17: Teor de agucares soluveis (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo vegetativo em experimento sob
condi¢cdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

Com relagdo a inoculagdo, no periodo vegetativo, tanto nas raizes quanto nas folhas
das plantas da cultivar IR42, nos tratamentos que nao receberam nitrogénio ou nos adubados
com 40 kgN/ha, a inoculag@o da mistura de bactérias proporcionou as maiores concentragdes
de agucar nos tecidos (Figuras 16A e 17A). Porém, nas plantas da cultivar IAC4440 que ndo
receberam nitrogénio, a inoculagdo conjunta das estirpes reduziu em 42% a concentracao de
acucar nas folhas (Figura 17B).

No periodo de florescimento, foi observada uma tendéncia de aumento na
concentragdo de agucar nas raizes da cultivar IR42 que receberam a aplicagdo de nitrogénio
(Figura 18A). Ja na cultivar IAC4440, ao contrario do que ocorreu no periodo vegetativo, as
maiores concentracdes foram observadas nos tratamentos sem aplicacdo de nitrogénio
(Figura 18B).

Efeitos positivos da inoculacao na cultivar IR42 somente foram observados nos
tratamentos com 80 kgN/hd, sendo que nas raizes das plantas, a inoculagdo da mistura das
bactérias promoveu um aumento de 107% em relagdo ao controle, embora sem diferir
estatisticamente do controle ndo-inoculado (Figura 18A). J4 nas folhas, a inoculagdo da
estirpe M130 aumentou em 43% a concentracdo de agucar nos tecidos, em relagdo ao
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controle (Figura 19A). Por outro lado na cultivar IAC4440, foi observada uma grande
variabilidade nos teores de acucar soliiveis. Nas raizes, as plantas que ndo receberam
nitrogénio apresentaram a maior concentragdo quando foram inoculadas com a estirpe
M130, e nos tratamentos com 80 kgN/ha, a inoculacdo da estirpe ZAE94, promoveu um
aumento de 165% em relagdo ao controle ndo-inoculado (Figura 18B). Nas folhas das plantas
que ndo receberam nitrogénio, a inoculacdo da estirpe ZAE94 promoveu um aumento de
189%, em relagdo ao controle. Porém, com a aplicagdo de 40 kgN/ha, ocorreu um efeito
negativo, tendo a inoculagdo desta mesma estirpe reduzido em 48% a concentracao de agticar
nas folhas (Figura 19B).
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Figura 18: Teor de agucares soluveis (umoles/g de matéria fresca) presente nas raizes das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento em experimento
sob condi¢des de vasos ao ar livre. Média de 4 repetigdes.

Trabalhando com cana-de-agucar, GOMES (2002), observou que as populacdes
nativas de llerbaspirdluni spp das raizes das plantas, aos 90 dias apds o plantio se
correlacionavam com os agucares soluveis totais das folhas, porém ndo foram obtidas
correlacdes entre as concentracdes de sacarose e acucar solivel e as populagdes de
Gluconacetobacter diazotrophicus. MAGALHAES et al. (1993) observou que houve
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uma redu¢do no acimulo de agucar soluvel das folhas de milho adubadas com
NH4', comparadas com aquelas adubadas com NO3-, devido ao alto requerimento de
esqueletos de carbono necessarios para incorporar o NH4+. SOUZA et al. (1999)
observaram que plantas de arroz que receberam duas aplicacdes de nitrogénio (60 + 60
kgN/ha) depois da antese, tiveram um acumulo de agticar solivel menor ou igual ao controle
ndo adubado. Entretanto estes mesmos autores destacam que onde foi observado a reducao
na concentragdo de agucar também houve um aumento na concentracdo de aminoacidos
livres na folha bandeira da planta, o que poderia indicar uma deficiéncia de energia
metabdlica para incorporagdo do N aplicado.
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Figura 19: Teor de actcares soluveis (umoles/g de matéria fresca) presente nas folhas das
cultivares de arroz IR42 (A) e IAC4440 (B), no periodo de florescimento em experimento
sob condicdes de vasos ao ar livre. Média de 4 repeti¢des
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4. CONCLUSOES

As maiores populacdes de “Burkholderia brasilensis” e Herbaspirillum
seropedicae foram observadas nas raizes das plantas, no periodo de florescimento.

Na cultivar IR42, o acimulo de matéria seca da parte aérea das plantas dos
tratamentos inoculados, foi menor do que o controle ndo inoculado. No entanto, a inoculacao
da estirpe ZAE94 promoveu as maiores percentagem de N.

A inoculagdo conjunta de H. seropedicae e “B. brasilensis, promoveu os maiores
acumulos de nitrato, aminoacidos livres e aglicares soliveis na raiz e parte aérea das plantas,

principalmente nos tratamentos com 40 kgN/ha, no periodo vegetativo da cultivar IR42

A inoculagdo das bactérias diazotréficas modificou o metabolismo de nitrogénio e
este efeito foi diferenciado em funcao da variedade e da dose de nitrogénio aplicada.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Da mesma forma que foi observado nas raizes e folhas, na base do colmo e no coimo
(dados ndo apresentados), os teores de actcar parecem ndo ter sido influenciados por
aumentos na concentragdo de aminodcidos livres nas diferentes partes da planta. Estes
resultados diferiram dos encontrados por FERNANDES (1991), conduzido sob diferentes
condi¢des de luz e temperatura, onde o aumento do acumulo de N-amino livre resultou em
reducdo no teor de agucar soluvel nos tecidos das plantas.

Deste modo, os resultados deste experimento, ndo permitiram a interpretagdo do
real efeito da inoculagdo das bactérias diazotroficas no metabolismo de N em plantas de
arroz. Neste sentido, foi realizado um segundo experimento em vasos com solo, em
condi¢gdes similares ao anterior (dados nao apresentados). Uma andlise preliminar da
quantificacdo da FBN, demonstrou que no periodo vegetativo, ndo houve contribui¢do da
FBN, tanto nas plantas que nao receberam nitrogénio, como naquelas dos tratamentos que
receberam 40 KgN/ha (dados ndo apresentados). Sugerindo que no periodo vegetativo, as
diferencas existentes entre os tratamentos de inoculacao, ndo poderiam ser decorrentes da
FBN. Isto pode ter ocorrido em fun¢do da idade da planta (50 dias) ou problemas no
desenvolvimento ja que as plantas se mostraram com coloragao amarelada, indicando uma
deficiéncia de nitrogénio ou de outro nutriente. Entretanto, um estudo realizado por
CAMPOS (1999) com as duas cultivares, em condi¢des de tanque com solo, mostrou que
apesar de ndo terem sido verificadas diferengas nas populagdes de “B. brasilensis” e H.
seropedicae, a cultivar IR42 foi capaz de obter uma contribui¢do da FBN de até 21,8
KgN/ha, enquanto que IAC4440, obteve um maior enriquecimento de '°N (menor taxa de
fixacdo de nitrogénio). Por outro lado, GUIMARAES (2001) observou em experimentos em
condicdes de casa de vegetacdo e campo, que a cultivar IAC4440 respondeu a inoculagdo
(em comparacdo as cultivares IR42 e Guarani). O autor observou um aumento de 40% e
50%, na produgdo de graos, quando a variedade foi inoculada com a estirpe ZAE94 de H.
seropedicae e M209 de “B. brasilensis”, respectivamente.

E interessante ressaltar que o estudo realizado por NOGUEIRA (2001) em cana-
de-agucar, gerou um catdlogo com os genes que possivelmente se expressam
preferencialmente, quando as plantas se encontram em associacdo com bactérias
diazotroficas. Além disso, variedades de cana-de-agucar que sdo descritas como tendo alta
contribuicdo da FBN, apresentaram correlacdo entre a atividade da enzima glutamina
sintetase e a reducao de acetileno.

Desse modo, ¢ preciso que sejam desenvolvidas novas pesquisas, relacionadas a
fisiologia das plantas de arroz, determinando .0s possiveis mecanismos do metabolismo de
carbono e/ou nitrogénio que sdo modificados pela associacdo com bactérias diazotroficas
endofiticas.
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7. ANEXO

ANEXO I: Meios de Cultura

1. MEIO JMV

S5¢g manitol

6ml  KoHPO4 i Sol. 10%

18 ml  KH2PO4 oo Sol. 10%

2ml MESO4TH20 ..o Sol. 10%

Iml NaClicceee e Sol. 10%

2ml CaCla 2H20 ..o, Sol. 1%

2ml  Azul de bromotimol........c..ccceeieiiiiiniiniiiiceee. Sol. 0.5% em 0.2N de KOH
2ml  Sol. de micronutrientes para meio de cultura

4ml  FeEDTA ..ot Sol. 1,64%

I ml  Vitamina para meio de cultura
Completar para 1000 ml com H20 destilada pH. 4.2-4.5

AGAR

SEMI-SOLIDO — 2.1 g agar por litro de meio de cultura, dissolver antes da distribuigio.
SOLIDO — 25 g de agar por litro de meio de cultura, adicionar 100 mg de extrato de levedura.
OBS. Para meio liquido adicionar 10 mM de glutamato / litro (1.87 g/1),(indicador opcional)
+100mg de extrato de levedura.

Convém usar as placas somente 24 h apds o preparo.

2. MEIO JNFb

5¢g Acido Malico

6ml  KoHPOM4 oo Sol. 10%
18 ml  KH2PO4 o, Sol. 10%
2ml MESO4.TH20 ..ot Sol. 10%
Lml  NaCl.iiieceeeee e Sol. 10%
2ml CaCla.2H20 ..o Sol. 1%

2ml  Azul de bromotimol 0.5% em 0.2N de KOH

2 ml Solugao de micronutrientes para meio de cultura

4ml  FeEDTA . Sol. 1.64%
45¢g KOH

I ml  Vitamina para meio de cultura

Completar para 1000 ml com H20 destilada.
Ajustar o pH para 5.8 e colocar agar por ultimo.

AGAR
SEMI-SOLIDO — 1,9 g por litro de meio de cultura, dissolver antes da distribuicao.
SOLIDO — 17 g por litro de meio de cultura, colocar 20 mg de extrato de levedura.
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ANEXO II: Anilises de Variancia

Anexo 1: Andlise de varidncia do acimulo de matéria seca, %N e acimulo total de N da
parte aérea das cultivares de arroz IR42 e IAC4440, no periodo vegetativo e de

florescimento.
Matéria seca %N N-Total
P. veg Flor. P.veg Flor. P.veg Flor.
Fonte de Variacao Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Variedade 0,6246  0,0000 0,0001 0,0000 0,2697 0,5167
Bactéria 0,2998  0,5400 0,0040 0,3998 0,0499 0,7165
Nitrogénio 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Bloco 0,0007  0,1237 0,0000 0,6117 0,4277 0,0860
Variedade*Nitrogénio 0,1397 0,8635 0,2270 0,4905 0,1311 0,8228
Variedade*Bactéria 0,8583  0,0007 0,0720 0,0000 0,3348 0,5492
Variedade*Bactéria*Nitrogénio 0,4416 0,6518 0,2545 0,3595 10,2364 0,2693
CV (%) 30,51 26,33 12,69 16,03 32,38 32,47
Bactéria dentro de variedade
Fonte de Variacao Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Bactéria/IR42 0,4948 0,5980 0,0013 0,7580 0,0113 0,6463
Bactéria/IAC4440 0,5567 0,7930 0,6555 0,2435 0,5412 0,8946
Nitrogénio dentro de variedade
Fonte de Variagdo Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Nitrogénio/IR42 0,0000 0,0000 0,0000 0,1018 0,0000 0,0000
Nitrogénio/TAC4440 0,0000  0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Bactéria dentro de variedade*nitrogénio
Fonte de Variagao Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Bactéria/ IR42 0 KgN/ha 0,4135 0,9942 0,1076 0,1718 0,3096 0,7361
Bactéria/ IR42 40 KgN/ha 0,1067 0,9638 0,0032 0,0733 0,1070 0,2279
Bactéria/ IR42 80 KgN/ha 0,1005 0,1119 0,2030 0,9138 0,0056 0,1937
Bactéria/ IAC4440 0 KgN/ha 0,5065 0,7764 0,576 0,2498 0,6810 0,6604
Bactéria/ IAC4440 40 KgN/ha 0,7630  0,5478 0,8543 0,7871 0,8471 0,5680
Bactéria/ IAC4440 80 KgN/ha 0,5252 0,7128 0,1890 0,6210 0,2072 0,7344
Nitrogénio dentro de variedade*bactéria

Fonte de Variacao Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Nitrogénio/ IR42 ZAE94 0,0561  0,0001 0,0003 0,1198 0,0000 0,0006
Nitrogénio/ IR42 M130 0,0053  0,0001 0,0000 0,0742 0,0002 0,0004
Nitrogénio/ IR42 Mistura 0,0000 0,0001 0,0575 0,1735 0,0000 0,0009
Nitrogénio/ IR42 Controle 0,0025  0,0000 0,0003 0,2122 0,0031 0,0000
Nitrogénio/IAC4440 ZAE9%4 0,0007  0,1890 0,0036 0,0000 0,0001 0,0003
Nitrogénio/ IAC4440 M130 0,2270  0,0037 0,1768 0,0000 0,0642 0,0000
Nitrogénio/ IAC4440 Mistura 0,0698 0,4246 0,0002 0,0000 0,0005 0,0032
Nitrogénio/ IAC4440 Controle 0,0284  0,0439 0,0000 0,0000 0,0001 0,0001
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Anexo 2: Analise de variancia da concentragdo de nitrato da raiz e parte aérea das cultivares
de arroz IR42 e IAC4440, no periodo vegetativo e de florescimento.

Periodo vegetativo Florescimento
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Variedade 0,2470 0,0000 0,0000 0,0156
Bactéria 0,3069 0,0352 0,431 0,0959
Nitrogénio 0,0462 0,4677 0,4365 0,0005
Bloco 0,0008 0,0129 0,1340 0,2645
Variedade*Nitrogénio 0,5236 0,1362 0,2181 0,0055
Variedade*Bactéria 0,5950 0,1065 0,8623 0,0416
Variedade*Bactéria*Nitrogénio 0,3743 0,1977 0,5414 0,1651
CV (%) 36,18 42,16 44,06 34,65
Bactéria dentro de variedade
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Bactéria/IR42 0,1940 0,0390 0,0207 0,5715
Bactéria/lAC4440 0,7728 0,1209 0,4332 0,0009
Nitrogénio dentro de variedade

Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Nitrogénio/IR42 0,2181 0,7880 0,6084 0,0001

Nitrogénio/IAC4440 0,1168 0,0634 0,6116 0,5628

Bactéria dentro de variedade*nitrogénio
Fonte de variagdo Pr>Fc Pr>Fc Pr > Fc Pr>Fc
Bactéria/ IR42 0 KgN/ha 0,8990 0,0013 0,5197 0,5814
Bactéria/ IR42 40 KgN/ha 0,0097 0,3366 0,3885 0,9340
Bactéria/ IR42 80 KgN/ha 0,248.5 0,5919 0,0200 0,0249
Bactéria/ TAC4440 0 KgN/ha 0,9715 0,6083 0,7852 0,6164
Bactéria/ IAC4440 40 KgN/ha 0,5026 0,0371 0,00680 0,0027
Bactéria/ IAC4440 80 KgN/ha 0,8663 0,7609 0,7771 0,0546
Nitrogénio dentro de variedade*bactéria

Fonte de variacdo Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Nitrogénio/ IR42 ZAE94 0,8075 0,3139 0,3836 0,0114
Nitrogénio/ IR42 M130 0,2769 0,7107 0,2385 0,3803
Nitrogénio/ IR42 Mistura 0,0213 0,0083 0,9215 0,0741
Nitrogénio/ IR42 Controle 0,1280 0,5698 0,4887 0,0008
Nitrogénio/TAC4440 ZAE9%4 0,7788 0,1839 0,0466 0,7022
Nitrogénio/ IAC4440 M130 0,4365 0,0294 0,8585 0,7027
Nitrogénio/ IAC4440 Mistura 0,4884 0,8560 0,8946 0,0538
Nitrogénio/ IAC4440 Controle 0,2265 0,7789 0,6344 0,7281
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Anexo 3: Analise de variancia da concentracdo de aminodcidos livres na raiz e parte aérea
das cultivares de arroz IR42 e IAC4440, no periodo vegetativo e de florescimento.

Periodo vegetativo Florescimento
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Variedade 0,0076 0,8236 0,0674 0,0027
Bactéria 0,0087 0,0113 0,0010 0,9637
Nitrogénio 0,6103 0,0002 0,1861 0,4055
Bloco 0,1921 0,1808 0,0011 0,1025
Variedade*Nitrogénio 0,9349 0,0411 0,7851 0,2264
Variedade*Bactéria 0,7782 0,1943 0,6725 0,0025
Variedade*Bactéria*Nitrogénio 0,9790 0,4361 0,0916 0,2866
CV (%) 26,04 19,21 28,47 43,34
Bactéria dentro de variedade
Fonte de variacdo Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc Pr>Fc
Bactéria/IR42 0,0431 0,0009 0,0062 0,3348
Bactéria/lAC4440 0,2286 0,5295 0,1380 0,7320
Nitrogénio dentro de variedade
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Nitrogénio/IR42 0,4965 0,0090 0,7580 0,1613
Nitrogénio/IAC4440 0,9538 0,0023 0,1628 0,0054
Bactéria dentro de variedade*nitrogénio
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Bactéria/ IR42 0 KgN/ha 0,3152 0,0097 0,0644 0,1551
Bactéria/ IR42 40 KgN/ha 0,0270 0,0224 0,0318 0,2602
Bactéria/ IR42 80 KgN/ha 0,3252 0,2794 0,1046 0,2944
Bactéria/ TAC4440 0 KgN/ha 0,8468 0,6404 0,0480 0,6956
Bactéria/ IAC4440 40 KgN/ha 0,1300 0,4663 0,2718 0,6194
Bactéria/ IAC4440 80 KgN/ha 0,4150 0,7970 0,6052 0,9807

Nitrogénio dentro de variedade*bactéria

Fonte de variacdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Nitrogénio/ IR42 ZAE94 0,7552 0,6536 0,8936 0,0204
Nitrogénio/ IR42 M 130 0,3620 0,7051 0,04440 0,3837
Nitrogénio/ IR42 Mistura 0,9488 0,3892 0,8456 0,7503
Nitrogénio/ IR42 Controle 0,0353 0,0013 0,1923 0,2438
Nitrogénio/IAC4440 ZAE94 0,5719 0,0897 0,8704 0,2500
Nitrogénio/ IAC4440 M130 0,3822 0,3038 0,6037 0,5086
Nitrogénio/ IAC4440 Mistura 0,7347 0,0236 0,2102 0,2568
Nitrogénio/ IAC4440 Controle 0,4657 0,5972 0,0254 0,0463
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Anexo 4: Analise de variancia da concentra¢do de agucar soluvel na raiz e parte aérea das

cultivares de arroz IR42 e IAC4440, no periodo vegetativo e de florescimento.

Periodo vegetativo Florescimento
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Variedade 0,0131 0,0237 0,0000 0,0000
Bactéria 0,0375 0,4284 0,1105 0,9049
Nitrogénio 0,7592 0,0989 0,3165 0,0080
Bloco 0,0014 0,0001 0,9647 0,8760
Variedade*Nitrogénio 0,0271 0,0346 0,2978 0,7386
Variedade*Bactéria 0,3442 0,4179 0,0037 0,1468
Variedade*Bactéria*Nitrogénio 0,1264 0,0082 0,5402 0,0229
CV (%) 45,60 28,51 59,09 27,28
Bactéria dentro de variedade
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Bactéria/IR42 0,0008 0,0919 0,5506 0,7058
Bactéria/lAC4440 0,9966 0,1645 0,0563 0,9346
Nitrogénio dentro de variedade
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Nitrogénio/IR42 0,6668 0,8062 0,0796 0,0055
Nitrogénio/IAC4440 0,3860 0,0518 0,0126 0,2090
Bactéria dentro de variedade*nitrogénio
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Bactéria/ IR42 0 KgN/ha 0,0008 0,0291 0,9427 0,3475
Bactéria/ IR42 40 KgN/ha 0,0034 0,0853 0,9792 0,5405
Bactéria/ IR42 80 KgN/ha 0,6089 0,0006 0,1031 0,0527
Bactéria/ IAC4440 0 KgN/ha 0,5723 0,0592 0,0526 0,0298
Bactéria/ TAC4440 40 KgN/ha 0,6346 0,6954 0,7858 0,1295
Bactéria/ IAC4440 80 KgN/ha 0,3008 0,6975 0,1865 0,7384
Nitrogénio dentro de variedade*bactéria
Fonte de variagdo Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc Pr> Fc
Nitrogénio/ IR42 ZAE94 0,0805 0,1707 0,6653 0,9142
Nitrogénio/ IR42 M130 0,6995 0,3065 0,8448 0,0008
Nitrogénio/ IR42 Mistura 0,0062 0,0167 0,0191 0,0855
Nitrogénio/ IR42 Controle 0,6100 0,0012 0,7460 0,3043
Nitrogénio/IAC4440 ZAE9%4 0,0274 0,4504 0,8778 0,0557
Nitrogénio/ IAC4440 M130 0,9572 0,8066 0,0353 0,6967
Nitrogénio/ IAC4440 Mistura 0,8683 0,0195 0,1738 0,1485
Nitrogénio/ IAC4440 Controle 0,4918 0,5382 0,1045 0,0158
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