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Resumo: A inoculacdo com o Azospirillum € uma pratica que pode trazer grandes beneficios
a cultura do arroz e de outras gramineas, com considerdveis aumentos na produtividade e
reducdo no uso de adubos nitrogenados. Porém, para que esta pratica seja mais confiavel sdo
necessarios resultados mais consistentes e estaveis quanto ao uso dessas rizobactérias. Com
base nisso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar formas de inoculagcdo de bactérias do género
Azospirillum no crescimento de trés cultivares de arroz. O experimento foi conduzido em
condicdes de casa-de-vegetacdo em Presidente Prudente-SP. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial 3 x 3, sendo estudadas trés
cultivares de arroz (BRS Sertaneja; BRS Primavera, e Epagri 106) e trés formas de aplicacédo
de inoculante contendo bactérias do género Azospirillum (aplicagdo do inoculante nas
sementes antes da semeadura; aplicacdo do inoculante diretamente no sulco ap06s a semeadura,
e semeadura das sementes sem aplicacdo do inoculante, como testemunha). Observou-se
efeito de cultivares e formas de aplicacdo nos atributos altura de plantas e estimativa do teor
de clorofila, enquanto a &rea foliar foi afetada pelas formas de aplicacdo, e o comprimento
radicular pela interacdo. A cultivar Epagri 106 apresentou mais respostas positivas a
inoculacdo com Azospirillum brasilense. O método de aplicacdo de Azospirillum brasilense
via sulco de semeadura foi 0 mais indicado para inocula¢do em arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa; fixacdo bioldgica de nitrogénio; Bactéria diazotrofica.

Response of rice cultivars to forms of inoculation with Azospirillum brasilense

Abstract: The experiment was carried out under greenhouse conditions in Presidente
Prudente-SP. The experimental design was completely randomizes factorias 3 x 3, three
cultivars rice (BRS Sertaneja; BRS Primavera, and Epagri 106) and three forms of inoculant
application containing bacteria of Azospirillum (application of inoculant on the seeds before
sowing; application of inoculant directly into furrow after sowing; and seeds without
application of inoculant). It was observed effect of cultivars and forms of application on plant
height and estimation of chlorophyll content, while leaf area was affected by the application
forms and root length by interaction. The cultivar Epagri 106 presented more positive
responses to inoculation with Azospirillum brasilense. The method of application of
Azospirillum brasilense via sowing furrow was the most suitable for inoculation in rice.

Keywords: Oryza sativa; biological nitrogen fixation; diazotrophic bacteria.
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Introducgéo

Para que a cultura do arroz consiga ganhos nos rendimentos é necessario 0 uso de
grandes quantidades de adubos nitrogenados, pois o nitrogénio (N) é o nutriente mais
acumulado pela cultura em sistema de terras altas, e o segundo mais acumulado no sistema de
varzea (FAGERIA et al., 1995). O N como componente da clorofila tem expressiva
participacdo no aumento da &rea foliar da planta, em consequéncia maior interceptacdo da
radiacdo solar, fotossintese e maior suporte para incrementos na produtividade de graos
(FAGERIA e STONE, 2003).

Praticamente todo o N utilizado pela cultura é incorporado no solo através de
fertilizagbes minerais, utilizando-se de formulagdes concentradas que variam de 20 a 45% de
N em sua composicdo, elevando o custo de producdo da cultura (EMBRAPA, 2013). Nos
ultimos anos, varias pesquisas vém sendo realizadas para investigar a eficiéncia da fixacédo
biolégica de nitrogénio realizada por rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP) em gramineas tropicais (BALDANI et al., 1997). As RPCP sdo um grupo de
microrganismos benéficos as plantas devido a capacidade de colonizar a superficie das raizes,
rizosfera, filosfera e tecidos internos das plantas, podendo estimular o crescimento das plantas
principalmente pela capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, aléem da atuagdo na
producdo de hormonios e solubilizacdo de fosfato (HUNGRIA, 2011).

As RPCP destacam-se na producdo de horménios, que interferem no crescimento das
plantas e podem alterar a morfologia das raizes, possibilitando a exploracdo de maior volume
de solo (BASHAN e HOGUIN, 1997; ZAIED et al., 2003). Com relacdo ao ciclo do N as
principais fungdes dessas bactérias sdo auxiliar no aumento da assimilacdo de nitrato
disponivel no solo (Boddey et al., 1986) e na fixacao bioldgica do N, (FBN) (INIGUEZ et al.,
2004). A FBN pelas bactérias do género Azospirillum em associacdo com gramineas
(DOBEREINER et al., 1976) pode fornecer o N necessario para o crescimento do arroz.

Okon e Labandera-Gonzalez (1994) observaram respostas positivas na maioria dos
trabalhos publicados, com aumento do rendimento de 5 a 30% em diversas culturas
inoculadas com bactérias do género Azospirillum. Guimardes et al. (2010) observaram efeitos
positivos no acimulo de N nas plantas e nos grdos com a inoculagdo de Azospirillum
brasilense em duas cultivares de arroz. Ja Gitti et al. (2012) ndo observaram respostas
positivas da inoculagdo na produtividade do arroz. H& consenso de que o genotipo da planta é
o fator-chave para obtencdo dos beneficios oriundos com a inoculacéo destas bactérias, aliado

a selecdo de estirpes eficientes (REIS et al., 2000).

Acta lguazu, Cascavel, v.5, n.3, p. 99-110, 2016



101
BARBOSA et al.

Com base no contexto acima, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar formas de

inoculagdo de bactérias do género Azospirillum no crescimento de trés cultivares de arroz.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em condicdes de casa-de-vegetacdo no periodo de agosto
a novembro de 2011. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado no
esquema fatorial 3x3, sendo estudados trés cultivares de arroz: BRS Sertaneja, BRS
Primavera e Epagri 106; e trés formas de aplicacdo de inoculante contendo bactérias do
género Azospirillum: aplicagdo do inoculante nas sementes antes da semeadura; aplicagdo do
inoculante diretamente no sulco ap6s a semeadura; semeadura das sementes sem aplicacdo do
inoculante (testemunha). A parcela experimental foi constituida de vasos plasticos contendo
12 kg de solo e duas plantas de arroz, para cada tratamento utilizou-se quatro repeticoes.

O solo utilizado foi coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade. A correcdo e a
adubacdo quimica do solo (exceto com nitrogénio) foram realizadas de acordo com as
recomendacdes para a cultura do arroz (EMBRAPA, 2013), efetivado 30 dias antes da
semeadura. Antes do plantio foi realizado o teste de germinacdo das sementes para certificar
a qualidade das sementes, e as trés cultivares tiveram germinacgédo acima de 90%.

A cultivar BRS Sertaneja é indicada como arroz de terras altas, com ampla adaptacéo,
elevada produtividade. Seu ciclo, da semeadura a completa maturacao, € de 110 dias (média).
A cultivar BRS Primavera é indicada para plantio em areas pouco ou moderadamente férteis,
devido a sua tendéncia ao acamamento em condicOes de alta fertilidade (EMBRAPA, 2014).
Ja a cultivar Epagri 106 (precoce) é recomendada para arroz de terras baixas, considerada
resistente ao acamamento e com perfilhamento médio (EPAGRI, 2014).

Para a aplicacdo do inoculante nas sementes antes da semeadura utilizou-se um
produto comercial contendo as estirpes de Azospirillum brasilense (Ab-V6 e Ab-V7) na
concentracdo de 1,0 10° ufc mL™. Foi empregada a dose de 0,5 mL do inoculante para cada
100 gramas de sementes de arroz. Ap6s o tratamento as sementes foram semeadas
diretamente nos vasos. Ja para aplicacdo diretamente no sulco, 10 sementes foram
introduzidas no sulco, com 2,0 cm de profundidade, feitos em cada vaso e a aplicagdo do
inoculante foi feito em cobertura. Para isto 0,5 ml do inoculante foi diluido em 100 mL de
agua, aplicando-se 0,1 mL, desta diluicdo sobre as sementes no sulco. Em seguida tambem

efetuou-se a semeadura dos tratamentos sem a aplicagdo do inoculante (testemunha).
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Em cada vaso foi semeada 10 sementes, e ap6s a germinagdo foi feito o desbaste
deixando duas plantas por vaso. Os tratamentos foram conduzidos com irrigacdo diaria
durante 85 dias. Aos 60 dias apds a semeadura (DAS) foram realizadas analises da altura das
plantas de arroz (cm) e a estimativa do contetdo de clorofila das folhas de arroz com medidor
portétil de clorofila (modelo CCM 200, OptSciences, RU). Ao término do experimento foram
realizadas anélises das seguintes variéveis: nimero de perfilhos, &area foliar (cm?),
comprimento das raizes (cm), massa seca da parte aerea (g) e massa seca das raizes (g). Os

resultados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de médias de Tukey (p>0,05).

Resultados e Discusséo
As cultivares e os tratamentos proporcionaram efeito significativo ao nivel de 1% e
5%, respectivamente, nas variaveis altura e teor de clorofila (Tabela 1). Houve interacdo

significativa no nimero de perfilhos e no comprimento radicular das plantas de arroz.

Tabela 1. Andlise de variancia para as varidveis analisadas no experimento

Variaveis

Fonte de Variacéo g;ltura Estimativa Neumero Area Comprimento M.S. da M. S.

de clorofila . foliar radicular P.A. radicular

plantas perfilhos

Cultivar (C) ** ** ns ns ns ns ns

Formas de aplicagéo (F) : ns oo s ns

BIOCOS ns ns ns ns ns ns ns

C*F ns ns *x ns * ns ns

C.V. 19,17 17,57 41,96 46,00 20,30 40,28 40,39

*Significativo ao nivel de 1%; **Significativo ao nivel de 5%; “N&o significativo
M.S. da P.A. = matéria seca da parte aérea. M.S. radicular = matéria seca radicular
Na cultivar Epagri 106, a inoculacdo promoveu maior altura das plantas quando
efetuou-se a aplicacdo da bactéria no sulco (Tabela 2). Esta cultivar também apresentou o
menor porte quando ndo inoculada (Tabela 2). Mas com relacdo a estimativa do contetdo de
clorofila, a BRS Primavera apresentou o maior indice entre as cultivares avaliadas (Tabela 3).
Por outro lado, foi observado reducgdo desse indice na cultivar Epagri 106 com a inoculagéo

de Azospirillum nas sementes, em comparagao ao tratamento testemunha.
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Tabela 2. Altura (cm) das plantas de arroz aos 60 DAS em funcéo da aplicacdo do inoculante
e diferentes cultivares de arroz.

Cultivares L.
Tratamentos ) ] . Média

BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 16,03/B2 17,37% 11,5080 15,27%
Semente 19,1272 15,3182 12,555 15,66°
Sulco 20,122 17,43% 17,687 18,412
Média 18,72 16,775 13,915

Letras minGsculas comparam na coluna, letras maiUsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.
DAS = dias apds a semeadura

Tabela 3. Estimativa do teor de clorofila foliar das plantas de arroz em funcdo da aplicacéo
do inoculante e diferentes cultivares de arroz.

Cultivares , L
Tratamentos ) ) ) Média

BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 15,9142 12,352 16,83 15,01°
Semente 14,16 12,33% 10,64"° 12,38"
Sulco 15,83 10,4952 13,5078% 13,27%
Média 15,3* 11,718 13,658

Letras mindsculas comparam na coluna, letras maidsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.

Na cultivar BRS Sertaneja foi observado maior perfilhamento entre as cultivares,
como também foi a Unica que teve reducdo no perfilhamento quando inoculada (Tabela 4). Na
avaliacdo de é&rea foliar observou-se que a inoculacdo no sulco proporcionou melhores
resultados que os outros tratamentos na média obtida nas trés cultivares (Tabela 5). Esta
diferenca encontrada representa mais de 60% de acréscimo na area foliar das plantas quando
comparadas a testemunha. Entretanto, considerando-se a cultivar Epagri 106 este aumento foi

significativo e da ordem de 136%.

Tabela 4. Numero de perfilhos das plantas de arroz em funcdo do tratamento com inoculante
e diferentes cultivares de arroz.

Cultivares Ly
Tratamentos ) ] ) Média

BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 6,255 13,25" 4,758 8,08?
Semente 6,007 5,007 6,252 5,75°
Sulco 5,007 8,25"% 9,50 7,58°
Média 5,75" 8,83" 6,83

Letras mindsculas comparam na coluna, letras mailsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.
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Tabela 5. Area foliar (cm?) das plantas de arroz em funcio da aplicacdo do inoculante e
diferentes cultivares de arroz.

Cultivares L L
Tratamentos ) . . Média
BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 158,00"® 210,377 156,00"° 187,62°
Semente 234,50 127,50 194 507 172,66°
Sulco 288,50 251,25 369,25 303,00°
Média 227,00" 196,374 239,91

Letras mindsculas comparam na coluna, letras maidsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.

No comprimento radicular das plantas de arroz (Tabela 6), a Gnica diferenga observada
foi no tratamento com inoculante no sulco, na comparacao entre as cultivares, em que o maior
comprimento das raizes foi observado na cultivar BRS Primavera (45,50 cm). Esse valor foi
12,75 cm maior que o comprimento radicular da cultivar Epagri 106 e 13,50 cm maior que a
cultivar BRS Sertaneja. Na avaliacdo da producdo de massa seca verificou-se que a cultivar
Epagri 106 foi a Gnica que respondeu a inoculacdo, quando realizada no sulco (Tabela 7). Isto

representa aumento de 113% na producdo de biomassa na parte aérea.

Tabela 6. Comprimento radicular (cm) das plantas de arroz em funcdo da aplicagédo do
inoculante e diferentes cultivares de arroz.

Cultivares L.
Tratamentos ) ) . Média

BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 32,75™ 29,75% 40,5 34,33
Semente 38,25" 42 25" 36,32 38,942
Sulco 45 50" 32,0082 32,7578 36,75
Média 38,83 34,66 36,524

Letras minusculas comparam na coluna, letras maidsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.

Tabela 7. Massa seca (g) da parte aérea das plantas de arroz em funcdo da aplicacdo do
inoculante e diferentes cultivares de arroz.

Cultivares

Tratamentos . . . Média

BRS Primavera BRS Sertaneja Epagri 106
Testemunha 1,285 2,72" 1,32/8b 1,772
Semente 1,73% 2,5% 1,467 1,89
Sulco 2,2/ 1,942 2,822 2,322
Média 1,74% 2,38" 1,87%

Letras mindsculas comparam na coluna, letras maitsculas comparam na linha. Significativo ao nivel de 5%.
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Considerando-se parametros importantes de crescimento como altura e producdo de
biomassa, observou-se resposta da cultivar Epagri 106 em funcdo da inoculagdo com
Azospirillum, na forma de aplicacdo no sulco. A variabilidade de respostas obtidas neste
trabalho, com as trés cultivares de arroz, confirma o ja encontrado em estudos semelhantes em
diferentes culturas (Tabela 8).

Apesar desta grande variabilidade de respostas, observa-se tendéncia de respostas
positivas com a inoculacdo do Azospirillum, portanto, o uso das RPCP, em determinadas
condicgdes promove o crescimento das plantas. Em outro levantamento bibliografico, realizado
por Okon e Gonzales (1994), foi observado que em 60 a 70% dos experimentos, a
produtividade aumentou devido a inoculagcdo, com aumentos significativos na ordem de 5 a
30%.

Tabela 8. Resumo bibliografico do uso das bactérias promotoras do crescimento em plantas
(BPCP) no Brasil.

E

Autores Cultura N. G. G. V. P. P.E. Local
Lemos et al., 2013 Trigo Cinco Sim Sim Vaso Mar. Candido Rondon-
PR
Bianchet et al., 2013 Arroz Um - Néo Vaso Lages-SC
Repke et al., 2013 Milho Um - Néao Campo Botucatu-SP
Dartora et al., 2013 Milho Um - Sim Campo Mar. Candido Rondon-
PR
Gitti et al., 2012 Arroz Um - Néo Campo Selviria-MS
Godoy et al., 2011 Milho Um - Né&o Campo Campo Mouréo-PR
Mendes et al., 2011 Trigo Um - Né&o Campo Guarapuava-PR
Hungria et al., 2010 Milho e Dezessete Sim Campo Londrina e
Trigo Ponta Grossa-PR
Fiori etal., 2010 Milho Um - Nao Campo Araruna-PR
Guimardes et al., 2010 Arroz Duas Néo Sim Vaso Seropédica-RJ
Sala et al., 2008 Trigo Dois Né&o Sim Campo Campinas-SP
Reis Jr. Et al., 2008 Milho Dois Sim Sim Vaso Campinas-SP
Sala et al., 2007 Trigo Dois Sim Sim Campo Campinas-SP
Didonet et al., 2003 Arroz Dez Sim Sime  Germiteste -
Né&o
Cavallet et al., 2000 Milho Um - Sim Campo Toledo-PR

Numero de Genétipos (N.G.); Especificidade do genotipo quanto a inoculacdo (E.G.); Variacdo significativa na
produtividade (V.P.) e tipo da parcela experimental (P.E.)

Os efeitos positivos do uso das RPCP sobre o aumento na produtividade destas
culturas ja foi relatado por alguns autores, Crozier et al. (1988) observaram que as RPCP

aumentam a producéo de reguladores vegetais, como o &cido 3-indolacético, e também, ja foi
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observado o aumento de citocininas (CACCIARI et al., 1989) e giberilinas (BOTTINI et al.,
1989). As RPCP podem ainda auxiliar na solubilizacdo do fosfato, no controle bioldgico e
atuar como antagénicos a espécies patogénicas (MOREIRA et al., 2010, HUNGRIA, 2011,
JAMES e BALDANI, 2012).

Vérios fatores podem contribuir para a inconsisténcia dos resultados quanto a
inoculagdo com Azospirillum, dentre eles, a estirpe utilizada (BARBARO et al., 2007;
HUNGRIA, 2011), metodologia de condugdo da pesquisa, condi¢Ges edafoclimaticas
(BARBARO et al., 2007; FIORI et al., 2010) e especificidade do gendtipo (REIS et al., 2000;
INIGUEZ et al., 2004; HUNGRIA, 2011).

Fiori et al. (2010) relataram que a inconsisténcia dos resultados de pesquisa € uma das
principais barreiras a utilizacdo do Azospirillum, que pode variar em funcdo da metodologia
de conducdo da pesquisa. Como também, a eficiéncia da inoculacdo por bactérias é
dependente da combinacdo dos gendtipos de planta e bactéria (REIS et al., 2000).

Segundo Barbaro et al. (2007), dentre varios aspectos que devem merecer atencéo dos
pesquisadores em relacdo a eficiéncia da bactéria destaca-se a selecdo de estirpes, deve-se
selecionar as estirpes adaptadas as condic6es locais e as culturas e cultivares usadas em cada
regido, sendo necessario testar as estirpes de Azospirillum, selecionando-se aquelas mais
adaptadas as situacdes de clima e do manejo de culturas. Em muitos casos, a auséncia de
resposta a inoculacdo de bactérias diazotroficas em gramineas tem sido atribuida ao uso de
linhagens inadequadas. Ha consenso de que o gendtipo da planta é o fator-chave para
obtencdo dos beneficios oriundos da fixacdo biolégica do Ny, aliado a selecdo de estirpes
eficientes (REIS et al., 2000). A maioria das pesquisas ja realizadas demonstra inconsisténcia
de resultados devido ao genoétipo da planta hospedeira (INIGUEZ et al., 2004).

A inoculacdo via sulco de semeadura vem sendo estudada como uma forma de evitar
toxidez dos produtos utilizados no tratamento de sementes sobre a bactéria, ja que alguns
produtos quimicos podem afetar as bactérias. Conforme Basi et al. (2011), a aplicagdo de A.
brasilense (estirpes Abv5 e Abv6) proporcionou incremento na produtividade do milho, sendo
que a inoculacdo via sulco de semeadura ndo diferiu da realizada nas sementes, mostrando-se
um método de aplicacdo eficiente. De acordo com os resultados encontrados neste estudo, o
método de inoculagdo no sulco foi 0 mais promissor, incentivando com isto a continuidade
dos estudos para indicacdo do método como alternativa para inoculagéo das sementes.

A inoculagcdo com o Azospirillum é uma préatica que pode trazer grandes beneficios a

cultura do arroz e de outras gramineas, com consideraveis aumentos na produtividade e
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reducdo no uso de adubos nitrogenados, entretanto, para que esta pratica seja mais confiavel,
fazem-se necessarios resultados mais consistentes e estdveis quanto ao uso dessas
rizobactérias. Sendo assim, avaliar e selecionar estirpes para a inoculacdo em diferentes
condicdes edafocliméaticas, como tambeém, identificar genoOtipos mais responsivos a
inoculacdo, podem auxiliar as pesquisas na obtencao de resultados mais consistentes, gerando

maior confiabilidade na inoculacéo de gramineas com o Azospirillum.

Conclustes
A cultivar Epagri 106 apresentou mais respostas positivas a inoculagdo com
Azospirillum brasilense.
O método de aplicacdo de Azospirillum brasilense via sulco de semeadura foi 0 mais

indicado para inoculacdo em arroz.
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