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Apresentacao

No Estado do Rio Grande do Sul cultiva-se arroz irrigado por inundacao em
aproximadamente um milhdo de hectares, alcancando-se uma produtividade
superior a sete toneladas por hectare, fruto da tecnificacao da lavoura, das
condicdes ambientais e da experiéncia dos orizicultores. A aplicacao de
fertilizantes quimicos nitrogenados tem um importante papel no aumento da
produtividade da cultura.

Por outro lado, o aumento do custo dos fertilizantes quimicos nitrogenados
e a lacuna entre o fornecimento e a demanda de nitrogénio, considerando-
se a possibilidade de lixiviacdo, escorrimento e perdas gasosas desse
nutriente, contribuindo para reducdo da camada de ozdnio atmosférico pela
sua reacao quimica com o N20, estao gerando preocupacoes quanto as
questdes ambientais e questionamentos quanto a rentabilidade da
orizicultura.

Neste contexto, a Embrapa Clima Temperado tem buscado solucoes
tecnoldgicas para a reducao das emissoes de gases de efeito estufa,
promovendo pesquisas para Fixacao Biolégica de Nitrogénio (FBN) na
cultura do arroz irrigado por inundacao. FBN insere-se no Programa de
Agricultura de Baixa Emissao de Carbono (ABC), criado pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, para mitigacao do efeito estufa e
adaptacao as mudancas climéticas visando a consolidacao de uma econo-
mia de ABC no Brasil.



Este documento apresenta resultados iniciais da pesquisa com FBN na
culturado arroz irrigado por inundacao da Embrapa Clima Temperado em
parceria com a Embrapa Agrobiologia, integrante do projeto “Solucoes
tecnoldgicas para otimizar o aporte de N nos sistemas agricolas via Fixacao
Biolégica de Nitrogénio” (PAC — EMBRAPA - Macroprograma 2).

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral
Embrapa Clima Temperado
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Fixacao Bioldgica de Nitro-
génio na Cultura do Arroz
Irrigado por Inundacao
Parte |I: Bactérias
Endofiticas Diazotroéficas
Isoladas das Cultivares
BRS 7 “Taim” e BRS
Pelota

Maria Laura Turino Mattos
Paulo Ricardo Reis Fagundes
leda Baade dos Santos
Bruna Macedo Almeida

Introducao

Microrganismos endofiticos sao principalmente fungos e bactérias que
vivem no interior das plantas, habitando, de modo geral, suas partes
aéreas, como folhas e caules, sem causar aparentemente nenhum dano a
seus hospedeiros (AZEVEDO, 1998). Também podem ser encontrados nas
raizes, que sdo uma das principais vias de acesso a planta. Diferem dos
microrganismos epifiticos, cuja caracteristica é viver na superficie dos
6rgaos e tecidos vegetais. Bactérias endofiticas exercem varios efeitos
benéficos para as plantas, como por exemplo: a estimulacao do crescimen-
to, a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) e a inducao de resisténcia a
patdégenos (CHEN et al., 1995; LIU et al., 1995; STURZ; MATHESON,
1996 citados por ELBELTAGY et al., 2000). No entanto, had desconheci-
mento sobre o papel que exercem muitas dessas bactérias nas plantas
hospedeiras, como tarefas fisiolégicas, ecoldgicas e evolucionais em
interacdes planta-microrganismo e a exploracao de seu uso potencial (ex:
como veiculo de propriedades desejaveis para a producao de alimentos e
em processos de fitorremediacao) (ELBELTAGY et al., 2000).
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A fixacao do nitrogénio por diazotréficos endofiticos tem sido raramente
comprovada, porém alega-se que esses microrganismos tém uma vantagem
sobre os diazotréficos associativos de raizes, uma vez que ocupam espacos
mais intimamente ligados ao hospedeiro e, portanto, com maior acesso as
fontes de carbono. Além disso, colonizam nichos protegidos do oxigénio, o
qual é necessario a expressao e atividade da nitrogenase (DOBBELAERE et
al., 2003).

O conhecimento da identidade e das caracteristicas da populacao de
diazotréficos, responsaveis pela fixacao de nitrogénio (N), é essencial a
compreensao e aproveitamento deste importante processo biolégico.
Assim, este trabalho teve por objetivo isolar, caracterizar e identificar
bactérias diazotréficas associativas ao arroz e ampliar a possibilidade de
exploracao biotecnoldgica desses organismos.

Estudos realizados com a cultura de arroz inundado sugerem que alguns
gendtipos podem ser beneficiados por significativas quantidades de N
derivadas da FBN. Os genétipos IR 42 e CNA 6807 mostram-se promisso-
res para a FBN, chegando a acumular por meio deste processo entre 20% e
30% do N existente na parte aérea da planta (CAMPOS et al., 2003).

Nas véarzeas subtropicais, no Rio Grande do Sul (RS), duas cultivares de
arroz irrigado por inundacao ja foram avaliadas quanto a sua capacidade de
fixacao bioldgica de nitrogéncio (FBN), BRS 7 “Taim” e BRS Pelota.
Dezessete colonias de bactérias endofiticas diazotréficas aerébias, com
potencial para FBN e uso em processos de fitorremediacao, ja foram
isoladas de folhas, colmos e raizes da cultivar BRS 7 “Taim” (MATTOS et
al., 2006). Dezenove isolados obtidos da cultivar BRS Pelota apresentaram
capacidade para crescer em meio NFb (Novo Fabio Pedrosa), sendo,
portanto, considerados diazotréficos endofiticos aerébios. Um dos isolados,
porém, apresentou pigmentacao fluorescente caracteristica de
Pseudomonas fluorescens, bactéria promotora de crescimento de plantas
(MATTOS et al., 2008).
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O suprimento adicional de nitrogénio para as plantas pelos endofiticos
diazotréficos seria uma forma direta que esses microrganismos utilizariam
para promover o crescimento de diferentes culturas. Como alternativa para
essa situacao, a pesquisa esté buscando o desenvolvimento de bioprocessos
e formulacao de inoculantes para aplicacao na cultura do arroz irrigado por
inundacao. Ao mesmo tempo, héa investigacdao de nova matéria-prima
renovavel para producao de inoculantes, em substituicao ao uso da turfa,
como biopolimeros [polihidroxibutirato (PHB)]. Foi comprovado o acimulo de
PHB em cinco cepas degradadoras de carbofurano, isoladas de solo de
varzea subtropical do RS, conservadas na Colecao de Culturas de Microrga-
nismos Multifuncionais da Embrapa Clima Temperado (CCMMECT). Os
acessos (STC1, STC2, STC3, STC4 e STCb) foram identificados como
Pseudomonas sp., sendo que STC1 e STC2 apresentam similaridade de
98% com P. putida e P. jessenii e STC3, STC4 e STCbH filogeneticamente
podem representar um biovar de P. putida (CROCHEMORE et al., 2008).

Com o aumento do custo dos fertilizantes quimicos e com a crescente
preocupacao com os possiveis danos ambientais decorrentes de seu uso, o
papel da FBN, em outras plantas que nao as leguminosas, como na cultura
do arroz irrigado por inundacao é de extrema importancia para a
sustentabilidade da orizicultura e, consequentemente, para a insercao de
produtores no Programa de Agricultura de Baixo Carbono (ABC).

11
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2.lsolamento e caracterizacao de
bactérias endofiticas diazotréficas
da folha, colmo e raiz da cultivar
BRS 7 “Taim”

2.1 Procedimentos analiticos

Desenvolveu-se o trabalho no laboratério de microbiologia agricola e
ambiental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, realizando-se o
isolamento de bactérias endofiticas diazotréficas aerébias de plantas de
arroz irrigado, em meio seletivo NFb (Novo Fabio Pedrosa) (DOBEREINER et
al., 1995). Coletaram-se amostras em experimento de arroz irrigado no
sistema de cultivo convencional, na safra agricola de 2005/06, instalado na
Estacdo Experimental Terras Baixas (ETB), sendo constituidas de oito
plantas de arroz cultivar BRS 7 “Taim”.

Para o isolamento de bactérias diazotréficas totais (superficiais +
endofiticas), folhas, colmos e raizes das plantas foram lavados com agua
destilada para a remocao do solo. O excesso de umidade foi retirado com
papel absorvente. Posteriormente, foram cortados em fragmentos de 1,0
cm a 2,0 cm com tesoura esterilizada. Amostras de 10 g de folhas, de
colmos e de raizes foram desinfectadas superficialmente, por meio da
imersao dessas partes separadamente, utilizando-se os seguintes produtos
quimicos em ordem de descricdo: (1) alcool 70%, por dois minutos; (2)
hipoclorito de sédio 2%, por cinco minutos e, (3) dgua ultra-pura estéril, por
dez minutos. Logo apds, foram maceradas manualmente com um almofariz
e um pistilo previamente autoclavados juntamente com 90 mL de uma
solucao tampao de fosfato 0,05 M (pH 7,0), por dois minutos. Aliquotas
dos macerados foram inoculadas em tubos contendo meio NFb semissoélido
os quais foram incubados a 35 °C por sete dias (DOBEREINER et al., 1995),
para observacao da formacao de pelicula caracteristica do género
Azospirillum.

Os tubos que formaram uma pelicula fina ou difusa, na superficie ou a
alguns milimetros abaixo da superficie do meio de cultura semi-sélido,
foram positivos. Quantidades da pelicula foram repicadas com alca de
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platina para placas com meio NFb sélido (15,0 g L' de agar) suplementado
com 20 mg L' de extrato de levedura, sendo as mesmas incubadas a 35 °C
por sete dias. As colbnias recuperadas foram purificadas nestas mesmas
condicoes.

Os isolados foram novamente repicados para o meio NFb semi-sélido para a
confirmacao da atividade diazotréfica das bactérias. Apds a formacao do
Vvéu, os diferentes isolados foram repicados para placas com meio de
cultura Batata Dextrose (BDA), sendo estas incubadas a 35 °C por sete
dias, para a verificacao da formacao de col6nias réseas, indicativo da
presenca de bactéria da espécie Azospirillum lipoferum (DOBEREINER et al.,
1995). Estes mesmos isolados foram repicados para placas com meio King
B para a verificacao da presenca de pigmento fluorescente e, em meio
Agar Nutritivo (AN), para a avaliacdo da morfologia colonial.

2.2 Resultados

O isolamento permitiu a recuperacao de 17 colbnias bacterianas endofiticas
aerdbias as quais apresentaram crescimento em meio NFb sélido, sendo
seis isolados das folhas, seis dos colmos e cinco das raizes (Tabela 1).
Todos apresentaram coloracao branca. Aos sete dias de incubacéao, nao
apresentaram o centro azulado, indicando auséncia de Herbaspirillum ssp
(DOBEREINER et al., 1995). Dois isolados das raizes e dois dos colmos
apresentaram colOnias transparentes, convexas, margem regular e com
tamanho de 1,0 mm, apds quatro dias de incubacao a 33 °C, indicando a
presenca de um provavel Azospirilum spp. Dados de literatura relatam que
a espécie de A. irakense foi inicialmente isolada de plantas de arroz cresci-
das no Iraque (KHAMMAS et al., 1989 citado por DOBEREINER et al.,
1995).

A comprovacao da presenca de A. lipoferum foi averiguada por meio da
repicagem das colénias em meio BDA a 35 °C por sete dias de incubacao.
No entanto, apesar do crescimento positivo (coldénias creme), nao ocorreu a
formacao, inicialmente, de coldnias branco-amareladas, e apés uma semana
de incubacao, réseas, indicativo de presenca de A. lipoferum (DOBEREINER
et al., 1995).
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Os isolados que cresceram em meio King B nao produziram pigmento
fluorescente, caracteristica de Pseudomonas fluorescens (STARR et al.,
1981) (Tabela 1). O crescimento em meio AN possibilitou a caracterizacao
morfolégica das bactérias. As coldnias apresentaram-se com as seguintes
caracteristicas: (cor) amarelo, creme e laranja; (tamanho) pequena, média e
grande; (textura) rugosa e lisa; (forma) circular e irregular; (margens)
inteiras e onduladas; (elevacao) baixa, elevada e convexa. Bactérias
endofiticas filogeneticamente diversas, incluindo bactérias Gram-negativo e
Gram-positivo foram isoladas de diferentes variedades de arroz cultivadas e
nativas. As Gram-negativas foram de coloracao rosa pink, amarela e
branca, translicidas, circulares e convexas. As Gram-positivas apresenta-
ram coloracdo amarela e branca (ELBELTAGY et al., 2000).

Tabela 1. Crescimento dos isolados bacterianos endofiticos diazotréficos
aerdbios das folhas, colmos e raizes de plantas de arroz irrigado da cultivar BRS
7 “Taim”, nos meios de cultura NFb, BDA, King B e AN. Safra agricola 2005/
06. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2010.

Isolados NFb

w
o
>

King B
+ 1

>
=

TF*- 01
TF - 02
TF - 03
TF - 04
TF - 05
TF - 06
TC**- 01
TC - 02
TC - 03
TC - 04
TC - 05
TC - 06
TR***= 01
TR - 02
TR - 03
TR - 04
TR - 05

e e e e o E o B o o o e o R o o B e
e S R E S E E R C B B A o E o R R e
e S R E I C o B E N o E T e B
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* TF = BRS 7 Taim folha ** TC = BRS 7 Taim colmo *** TR = BRS 7 Taim raiz
' Auséncia de producéo de pigmento fluorescente
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3.Isolamento e caracterizacdo de
bactérias endofiticas do colmo da
cultivar de arroz irrigado BRS
Pelota

3.1 Procedimentos analiticos

Desenvolveu-se o trabalho no laboratério de microbiologia agricola e
ambiental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, realizando-se o
isolamento de bactérias endofiticas aerébias de plantas de arroz irrigado,
em meio agar nutritivo (AN). Coletaram-se amostras de um experimento de
arroz irrigado sob um solo submetido ao cultivo de uma sucessao de milho e
soja com forrageiras de estacao fria, em semeadura direta, na safra
agricola de 2002/03. Instalado na Estacao Experimental Terras Baixas
(ETB), Embrapa Clima Temperado, o experimento foi constituido de oito
plantas de arroz cultivar BRS Pelota.

Colmos de trés plantas foram lavados com agua destilada para a remocao
do solo, visando o isolamento de bactérias diazotréficas endofiticas. O
excesso de umidade foi retirado com papel absorvente. Posteriormente,
foram cortadas em fragmentos de 0,3 cm a 0,5 cm, com tesoura esteriliza-
da. Dois gramas de colmos foram desinfectados superficialmente, de modo
a permitir que as bactérias isoladas dessas amostras fossem consideradas
endofiticas.

Os procedimentos de desinfeccao utilizados incluiram a imersao dos peda-
cos de colmo em solucéo de etanol (75%) durante um minuto, seguida de
imersdo em hipoclorito (2% p/v) com 0,1% de Tween 80 por cinco minu-
tos, lavando-se em seguida em agua deionizada estéril por dez minutos,
sendo transferidos com uma pinca estéril para placas de Petri contendo
agar nutritivo (AN). As placas foram incubadas a 28 °C durante 48h. As
colbnias recuperadas foram repicadas consecutivamente até a obtencao de
coldnias puras.

Os testes taxondmicos foram realizados em AN com crescimento
bacteriano a 28 °C em 24h (Tabela 2). Os testes bioquimicos utilizados

15



16 Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio na Cultura do Arroz Irrigado por Inundacao
Parte |: Bactérias Endofiticas Diazotréficas Isoladas das Cultivares BRS 7 “Taim” e BRS Pelota

foram: reacdo Gram, motilidade, aerobiose, reacao catalase, endésporo,
utilizacao de citrato, crescimento no meio de cultura AN pH 4,5 a 28 °C
por 24h, caldo nutritivo pH 3,6 por seis dias a 28 °C, meios King A e King B
a 28 °C incubados por seis dias, meio seletivo Nfb (Novo Fabio Pedrosa)
(DOBEREINER et al., 1995) semissélido incubado a 35 °C por sete dias,
meios LGl e BDA incubados por 7 dias a 30 °C (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas de bactérias endofiticas do colmo da
cultura do arroz irrigado da cultivar BRS Pelota. Safra agricola 2002/03.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2010.

Isolado c § R < e %’ :’. @ - _
s £ | 2|z 3 |E E |2 |2 T |2
s |3 s|€ |& |S |= |= |&€ |*= =
= S w < < o

ECAZ 1 + + + + +

ECAZ2 + + + + + + + L
ECAZ 4 + + + - + + +

ECAZ 6 - - + - + + - - + + + +**
ECAZ 7 - - - - + - + - +° + +

ECAZ 9 - + + - + - + - + + +

ECAZ 10 + - - + + + + - + + +

ECAZ 12 + + + - + + + - + + +

ECAZ 13 + + - - + + + - + + +

ECAZ 14 - - + - - + + - + + + +**
ECAZ 15 + + + + + + + - + + +

ECAZ 18 - + - - + + + - + + +

ECAZ 20 + - - - - - - - + + + +**
ECAZ 21 - + - . . + - - + + +

ECAZ 22 - + + . . . - - + + +

ECAZ 23 - + + . + . + - + + +

ECAZ 24 + + + + + - + - + + +

ECAZ 25 - + + . + . + - + + +

ECAZ 26 - + - - + + + - + + +

*Presenca de producéo de pigmento fluorescente.
** Auséncia de coloracao chocolate apds sete dias de incubacéo a 30 °C.
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3.2 Resultados

Recuperaram-se 19 col6nias bacterianas endofiticas aerébias. O crescimen-
to em meio AN possibilitou a caracterizacao taxondmica das bactérias. As
colbnias apresentaram-se com coloracao amarela, creme e laranja; com
tamanho pequeno, médio e grande; com textura brilhante, lisa e rugosa;
com forma irregular e circular; com margens inteira e ondulada e elevacao
convexa e plana.

Todos os isolados apresentaram crescimento em meio King B, porém
apenas o isolado ECAZ 7 apresentou pigmentacao fluorescente caracteristi-
ca de Pseudomonas fluorescens (STARR et al., 1981). P. fluorescens
apresenta capacidade para a promocao do crescimento de plantas, podendo
ser utilizada em processos biotecnolégicos. No meio Nfb todos os isolados
cresceram, porém nenhum dos isolados apresentou o centro azulado,
caracteristica de Herbaspirillum ssp. (Tabela 2) (DOBEREINER et al., 1995).

Os isolados que apresentaram uma coloracao branca em meio Nfb foram
repicados para o meio LGl e incubados por sete dias a 30 °C. As col6nias
que apresentaram a coloracao laranja no meio LGl (ECAZ 2, ECAZ 6, ECAZ
14, ECAZ 20) foram repicadas para o meio BDA para purificacao, onde as
coldnias formadas sao inicialmente claras e Umidas, tornando-se de colora-
cao chocolate apés sete a dez dias de incubacao, a 30 °C. Porém, apés
incubacao, as colbénias crescidas nao apresentaram coloracéao chocolate,
caracteristica de Acetobacter diazotrophicus (DOBEREINER et al., 1995) .

A busca crescente por insumos alternativos aos fertilizantes nitrogenados,
diante da crise econdmica mundial que duplicou o valor comercial desse
tipo de insumo e das mudancas climaticas, impoe a pesquisa a busca de
solucoes para garantir a rentabilidade das lavouras orizicolas com seguran-
ca ambiental. Os isolados bacterianos diazotréficos endofiticos constituem-
se em produto pré-tecnolégico desejavel para a lavoura de arroz irrigado
por inundacao.
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4. Consideracoes finais

Todos os 36 acessos bacterianos obtidos [(TFO1, TFO2, TFO3, TFO4, TFOb,
TFO6, TCO1, TCO2, TCO3, TCO4, TCO5, TCO6, TRO1, TRO2, TRO3, TRO4,
TROb); (ECAZ 1, ECAZ 2, ECAZ 4, ECAZ 6, ECAZ 7, ECAZ 9, ECAZ 10,
ECAZ 12, ECAZ 13, ECAZ 14, ECAZ 15, ECAZ 18, ECAZ 20, ECAZ 21,
ECAZ 22, ECAZ 23, ECAZ 24, ECAZ 25, ECAZ 26)] possuem capacidade
de crescer em meio NFb, caracteristica de diazotréficos endofiticos
aerdbios.

A pigmentacao fluorescente caracteristica de Pseudomonas fluorescens, de
um dos isolados bacterianos obtidos (ECAZ 7), é compativel com a capaci-
dade de promover o crescimento de plantas.

A capacidade de bactérias realizarem o processo de FBN pode ser facilmen-
te comprovada pela habilidade de crescerem em meio de cultura livre de N,
como o NFb. Em continuidade, serao realizados estudos para caracterizacao
dos acessos em nivel molecular e avaliacao do potencial de FBN de
gendtipos de arroz irrigado inoculados com esses acessos, em ensaios de
casa de vegetacao e campo.

Os acessos estao depositados e preservados na Colecao de Culturas de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Clima Temperado, permitindo
o conhecimento da diversidade microbiana endofitca das cultivares BRS 7
“Taim” e Pelota, a aplicacdo em processos agricolas e biotecnolégicos, e o
intercambio interinstitucional.
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