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Fixagio Biolégica de Nitrogé€nio Associada com Cultivares de Arroz Inundado

Autora: Marli de Fatima Fiore
Orientadora: Prof* Dra. Siu Mui Tsai

RESUMO

A fixacdo biolégica de N, (FBN) associada com arroz cultivado em vasos

contendo solo alagado marcado com 15N foi determinada em condigdes "in situ" durante dois
anos subsequentes. A técnica da diluigio isotdpica, o balanco de nitrogénio e a atividade da
reducdo de acetileno (ARA) foram usados para avaliar a contribui¢do da fixagdo de nitrog€nio
em 15 cultivares de arroz. Isolamentos de algumas bactérias heterotr6ficas fixadoras de
nitrogénio foram incluidos para correlacionar resultados positivos (15N, balango de N, ARA)
com esses organismos - da rizosfera, rizoplano e hitosfera de arroz.

A diluigdo de 15N e nitrogénio total nas plantas indicaram diferengas
significativas entre os cultivares. A contribuicdo da FBN em plantas foi calculada a partir de
um cultivar com baixo potencial de fixagdo de N, (CNA-3314), que apresentou o maior
conteiido de 15N na planta. Estimativas da FBN pela diluigdo isotdpica de 1SN mostraram
valores entre 1,5 a 16,5% do total de N na planta no primeiro ano e 9,2 a 23,9% no segundo
ano. [AC-4440, HUA-CHOU, BR-IRGA-409, IAC-1278 ¢ BR-IRGA-410 mostraram
superioridade em FBN, contribuindo com quantidades de 193, 148, 133, 130 e 123 mg
N.vaso-l, respectivamente, no primeiro ano e 101, 213, 168, 108 e 140 mg N.vaso-! no
segundo ano.

A ARA no periodo da emergéncia da panicula foi alta, variando de 0,6 a 1,6
umol C,H,.planta-1.8h-1. Bactérias heterotréficas foram encontradas em associagdo com
todos os cultivares, incluindo Azospirillum, Pseudomonas e Enterobacter. A menor
contagem através do método de NMP foi obtida no cv. CNA-3314, que também mostrou ser
mais restrito para as bactérias estudadas.



Biological Nitrogen Fixation Associated with Flooded Rice Varieties

Author: Marli de Fatima Fiore
Adviser: Prof. Dr. Siu Mui Tsai

SUMMARY

Biological N, Fixation (BNF) associated with rice grown in pots containing
15N-labelled soil in shallow water was determined under "in situ" conditions, during two
subsequent cropping. 15N dilution technique, total nitrogen balance as well as acetylene
reduction activity (ARA) were used to assess the contribution of nitrogen fixation to 15 rice
varieties. Isolation of some heterotrophic N, fixing bacteria was also included to correlate
positive data (15N, N-balance, ARA) with these organisms - from rhizosphere, rhizoplane and
hitosphere of rice.

I5N dilution and total nitrogen indicated significant differences in N,-fixing
ability among the varieties. Contribution of BNF to nitrogen in plants was calculated from a
poor N-fixing rice variety (CNA-3314), which showed the highest 15N content in the plant.
Estimates of BNF by N isotope dilution gave values from 1.5 to 16.5% of total N in the first
year and 9.2 to 23.9% in the second year. IAC-4440, HUA-CHOU, BR-IRGA-409,
[IAC-1278, and BR-IRGA-410 varieties were superior in BNF contributing with total amounts
of 193, 148, 133, 130 and 123 mg N.pot-1, respectively, in the first year and 101, 213, 168,
108 and 140 mg N.pot-! in the second year. '

ARA at heading stage was high ranging from 0.6 to 1.6 wumol
C,H,.plant-1.8h-1. Heterotrophic bacteria were found in association with all varieties,
including Azospirillum, Pseudomonasand Enterobacter. The least MPN count was obtained
with var. CNA-3314 which also showed more restriction to bacterial growth.



1. INTRODUCAO

A grande extensdo de areas de varzeas do Brasil, a qual esta estimada em 30
milhdes de hectares, vem recebendo, nos iltimos anos, bastante atengio, principalmente apds
a criagio do PROVARZEAS, e sua importancia para alcangar altas produtividades esta cada
vez mais estabelecida. A principal cultura para essas 4reas € o arroz inundado devido ao seu
sistema de difusdo de ar da parte aérea para as raizes, denominado aerénquima. Entretanto,
algumas outras culturas, tais como trigo € soja, podem ser produzidas nesses solos quando se
faz um bom controle do lengol freatico. Apesar da drea de viarzea ser significativa e de
atualmente uma boa parte estar sendo sistematizada e utilizada para produgdo de culturas,
praticamente nada se sabe sobre os solos € os processos fisicos, quimicos € microbiolégicos
que estdo ocorrendo em condigoes brasileiras. Todo o conhecimento € baseado em resultados
obtidos em areas de varzeas de outros paises € isso tem sido bastante enfatizado durante
reuniodes cientificas sobre o assunto.

A baixa degradagio da fertilidade do solo nos campo de arroz inundado € um
fato bastante conhecido e estudado por alguns paises da Asia, tais como China, Japdo, India e
Filipinas. Muitos fatores sdo citados como responséveis pela maior fertilidade desses solos,
mas o suprimento natural de nutrientes para a planta, especialmente o nitrogé€nio (N), €
considerado o fator dominante. Diversos ensaios desenvolvidos nesses paises em condigdes
de campo e de casa de vegetagdo mostraram que a principal entrada natural de nitrogénio

nesses solos € através da fixacdo bioldgica de N, (FBN). Os solos inundados favorecem o
desenvolvimento de todos os principais grupos de microrganismos fixadores de N,
(cianobactérias, bactérias aerdbicas, anaerdbicas e microaerofilicas). As condigdes
anaerdbicas desses solos sdo propicias para a FBN, uma vez que a nitrogenase € altamente
sensivel ao oxigénio. A presenga da planta de arroz também favorece a FBN, pois fornece
sitios apropriados para as bactérias heterotroficas fixadoras de N,, as quais sdo dependentes
das substancias organicas excretadas pelas raizes. A planta de arroz também permite a difusdo
do N, para as raizes e consequentemente para a rizosfera, devido ao seu sistema transportador
de ar.
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O aumento na contribui¢do do N fixado biologicamente para o arroz depende da
capacidade da planta de promover a FBN e da sua eficiéncia em utilizar esse N. A fixacdo
associativa de N, envolve interagcdes complexas entre a planta, populagdo microbiana e
condicdes ambientais. O gendtipo da planta, o genétipo dos microrganismos € a interagao
entre esses fatores influenciam o fendtipo da planta. Esses componentes podem ser
manipulados para aumentar a fixagdo de N,. Atualmente, a selecao de genétipos de plantas e
também o melhoramento, sio alternativas utilizadas para algancar resultados promissores.
Assim, a necessidade de critérios simples, faceis e rdpidos de selecdo de cultivares tem sido
enfatizada. .

O método da diluigdo isotépica de 15N tem sido empregado com sucesso para
quantificar a FBN em sistemas associativos, cujas medidas sdo dificeis de serem avaliadas
com precisdo por métodos convencionais. Os testes de reducdo de acetileno também tém sido
utilizados para medir as diferencas da atividade de fixagdo de N, associada com diferentes
cultivares de arroz e, atualmente, esses testes sdo realizados visando, principalmente, obter
uma relacao entre a atividade da nitrogenase e caracteres de crescimento da planta que auxiliem

na selecdo de cultivares mais eficientes na fixagdo de N,.

Embora a quantidade de N, fixado em campos de arroz inundado seja ainda
discutivel, estimativas feitas por BURNS & HARDY (1973) mostraram que 30 kg
N.ha-l.ano-! sdo possiveis de serem obtidos e WATANABE (1985) estima que o total de N,
fixado no mundo em campos inundados cultivados com arroz esta ao redor de 3,2 milhes de
toneladas de N por ano. Esse iltimo autor constatou que a fixacdo de N, em campos de arroz
inundado tem uma contribuigao similar a cultura de soja, a qual € desenvolvida em 55 milhdes

de hectares e seu total de N, fixado estd estimado em 3,3 milhdes de toneladas por ano.

Todavia, a quantidade de pesquisas com FBN em arroz inundado € muito menor que em soja.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial da FBN em diferentes
cultivares de arroz inundado através do método de reducéo de acetileno e da diluicdo isotépica
de 15N, além de identificar alguns grupos de fixadores presentes na planta e na sua rizosfera.
Cultivares promissores recentemente selecionados pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) indicaram a potencialidade do seu uso nos testes, uma vez que eles apresentaram boas
produgdes a nivel de campo, sem a aplicacdo de N-mineral. Alguns cultivares selecionados em
estudos de adubagdo nitrogenada no Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijio
(CNPAF/EMBRAPA, Goiania, GO), também foram usados nos testes, bem como trés
cultivares pré-selecionados em estudos de FBN pelos pesquisadores do Instituto Internacional
de Pesquisa do Arroz (IRRI - Filipinas).



2.REVISAO DE LITERATURA

O arroz € um importante componente da dieta da populagao brasileira estando o
consumo "per capita" ao redor de 45 kg.habitante-l.ano"! (EMBRAPA, 1981), sendo sua area
de cultivo avaliada em aproximadamente 6 milhdes de hectares com uma média de producao de
10 milhdes de toneladas. O sistema de arroz inundado representa 19% dessa area estando a
média de produtividade ao redor de 3,6 t.ha-l (MENEZES, 1987). Esses rendimentos sdo
considerados relativamente baixos se forem comparados com os obtidos pelos paises
desenvolvidos produtores de arroz. A "revolucdo verde" iniciada no anos 70 contribuiu com
aumentos consideraveis na produtividade dos cereais através do melhoramento e obtengéo de
cultivares que responderam a elevadas dosagens de adubos, mas que no nosso meio
geralmente ndo trouxeram retornos econdmicos recomendaveis. Entre estes insumos, o
nitrogé€nio aparece como um dos elementos mais requeridos. Por outro lado, € justamente o
nitrog€nio o tnico elemento que pode ser obtido gratuitamente do ar. Na simbiose
Leguminosa- Rhizobium a obtengdo do N do ar ja € uma pratica consagrada, principalmente
na cultura da soja. Os cereais ndo possuem simbiose tdo eficiente, mas trabalhos
desenvolvidos nos tltimos anos tém demonstrado que associagoes de bactérias fixadoras de
N, com virios cereais podem suprir entre 30 a 50% das necessidades desses elemento na
planta. Dentre estes cereais,0 arroz inundado aparece como uma das culturas mais
promissoras.

O arroz origina-se de dreas inundadas e apesar de atualmente existirem
cultivares selecionados que podem produzir bem em condigoes de sequeiro, se ndo ocorrer
falta de dgua e nutrientes, as condigOes inundadas ainda apresentam-se como as melhores para
alta produtividade. A inundagdo do solo favorece o crescimento de arroz pois: (1) provoca
mundanca no pH do solo para préximo de neutro; (2) torna os nutrientes, tais como P e Fe,
mais disponiveis; (3) diminui a decomposi¢ao da matéria orginica, mantendo a fertilidade do
solo; (4) estimula a fixagado biolégica de N,; (5) dimunui a incidéncia de doengas provocadas
pelo solo; (6) promove ganho de nutrientes da dgua de irrigacao; (7) diminui a incidéncia de
ervas daninhas, particularmente algumas do tipo C,, e (8) atua como reservatério de dgua e
protege contra a erosao do solo (WATANABE, 1986).
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Em sistemas agricolas de subsisténcia, onde o arroz inundado € cultivado
anualmente sem aplicacdo de fertilizante, as produgdes sdo geralmente mais altas que as
obtidas pelo arroz de sequeiro. Uma parte dessa diferenga pode ser atribuida ao melhor
suprimento de dgua dos solos inundados, mas parte da diferenca € provavelmente devido ao
aumento da fixagio de nitrog€nio ou aumento na conservagao de N desses solos. O nitrogénio
orgénico tende a acumular mais nos solos inundados que em solos bem drenados. Em muitos
casos, 0 acimulo de N nesses solos nio € unicamente o resultado do aumento da FBN, mas
também da menor decomposi¢ao dos compostos organicos nitrogenados, devido as condigoes
de pouca aeragdo, o que evita a rapida reciclagem do N. Essa baixa taxa de mineralizagdo

permite que uma grande fracdo do N, fixado seja acumulado como nitrogé€nio organico do
solo (BURESH et alii, 1980).

2.1. Caracteristicas favoriaveis para FBN em ambientes inundados

As principais caracteristicas dos campos de arroz inundado sao determinadas
pela inundagdo do solo, presenga de plantas de arroz e ervas daninhas, e pelas praticas
agricolas (WATANABE & FURUSAKA, 1980).

A inundagdo cria condigdes anaerdbicas a poucos milimetros abaixo da
superficie do solo. A inundagdo e as plantas de arroz promovem conjuntamente cinco
diferentes condigGes ambientais relacionadas com propriedades fisico-quimicas e tréficas: (1)
camada de agua; (2) superficie do solo oxidada; (3) solo reduzido; (4) plantas de arroz
(incluindo a parte submersa do caule, raizes, rizosfera e filosfera); (5) horizonte de
impedimento (solo abaixo da camada aravel) (WATANABE, 1986).

A camada de agua propicia um ambiente aerdébico e luminoso, onde
comunidades produtoras aquaiticas (algas e ervas daninhas aquéticas) fornecem matéria
organica para o solo e servem de alimento para os consumidores (bactérias, zooplancton,
invertebrados, etc) reciclando os nutrientes.

A camada reduzida do solo € um ambiente anaerdbico ndo luminoso, onde o Eh
¢ predominantemente negativo, processos de redugdo sdo predominantes e a atividade
microbiana estd concentrada nos agregados de solos contendo particulas orgénicas (WADA et
alii, 1979).

O horizonte de impedimento geralmente tem baixa atividade microbiana. O
potencial de redox € determinado principalmente pelo regime de dgua dos campos inundados
de arroz. Em solos bem drenados essa camada € oxidada mesmo quando inundada, e nos
solos de véarzeas, ap6s a drenagem ou secagem, o solo reduzido torna-se re-oxidado.



A mais importante mudanga causada pela inundagdo do solo € na aeragdgo. Como
o movimento de oxigénio € 10.000 vezes menor na fase aquosa que na gasosa, a capacidade
do solo de trocar gases com a atomosfera decresce quando ele torna—se saturado. Condigdes
anaerdbicas desenvolvem-se poucos milimetros abaixo da superficie do solo, sendo que nessa
camada o suprimento de oxig€nio ja € insuficiente para a respiragdo dos microrganismos, mas
a superficie do solo, a qual fica oxidada, mantém uma certa quantidade de oxigénio. Desde a
descoberta da alta sensibilidade da nitrogenase para o oxigé€nio, condi¢cdes anaerdbicas tem
sido citada como ideal para a FBN.

A planta de arroz favorece o aparecimento de duas principais condigdes
ambientais para desenvolvimento de microrganismos: partes da planta submersas e raizes. As
partes submersas podem conter bactérias na porgdo basal do caule e bainha das folhas. As
raizes proporcionam o crescimento de bactérias fora e dentro delas.

O arroz dispde de um sistema eficaz para a passagem do ar do caule a raiz, o
que o faz adaptivel a uma ampla gama de condi¢des ambientais, principalmente em solos
alagados. O ar penetra na planta através dos limbos e cdpsulas foliares e passa aos nés da base
da planta. A medida que o ar avanga, vai fornecendo oxigénio aos tecidos, onde ¢ utilizado
para a respiragdo. Das raizes, o ar se espalha pelo solo que as rodeia, difundindo o N, pela
rizosfera (DOMMERGUES & RINAUDO, 1979). A rizosfera consequentemente fica
oxidada, mas quando o sistema de transporte de ar € danificado ela torna-se reduzida e
substéncias tais como sulfetos sdo acumuladas (YOSHIDA, 1975). Para que o sistema
funcione com efici€ncia, a0 menos uma parte do caule deve estar exposta ao ar. Gragas a esse
sistema de passagem de ar (aerénquima), as raizes respiram aerobicamente e aproveitam os
carboidratos para produzir a energia de que necessitam, ainda que sejam cultivadas no
ambiente inundado anaerébico. A maioria das plantas ndo pode ser cultivada em solos
alagados porque seu sistema de passagem de ar € menos eficaz. No arroz, a efici€ncia do
transporte de oxigénio € dez vezes maior do que na cevada e quatro vezes maior do que no
milho.

O arroz, além de beneficiar o crescimento de bactérias na rizosfera devido ao
transporte de N, através do seu sistema vascular, suas raizes também excretam compostos
orgénicos, o que presumivelmente cria um nicho favoravel para o metabolismo dos
microrganismos heterotréficos em sua vizinhanga (RINAUDO et alii, 1971; YOSHIDA &
ANCAJAS, 1971; DOBEREINER, 1974; YOSHIDA et alii, 1975; NAYAK & RAO, 1977).

Maior atengdo tem sido dada a camada ardvel do solo plantado devido a
presenca de bactérias heterotroficas fixadoras de N,, associadas com as raizes. Em solos

inundados cultivados com arroz a FBN € maior que nos campos sem cultivo (YOSHIDA &



ANCAIJAS, 1973; WATANABE et alii, 1978) e resultados de experimentos t€m mostrado
que as perdas de N nesses solos cultivados sio somente 45 a 75% das observadas em solos
inundados ndo cultivados (BROADBENT & TUSNEEM, 1971; MAEDA & ONIKURA,
1976). Portanto, pouca atengdo tem sido dada para heterotréficas fixadoras de N, na camada

aravel do solo sem raizes de arroz porque solos anaerébicos requerem consideravel quantidade
(70-94 kg) de carboidrato para fixar 1 kg N (O'TOOLE & KNOWLES, 1973). Entretanto, os
solos inundados durante as entresafras de arroz podem favorecer o suprimento de compostos
organicos para as bactérias, através dos restos de raizes, ervas daninhas e fitoplanctons
(MATSUGUCH]I, 1979). Monossacarideos liberados pela hidrélise dcida da matéria organica
dos solos inundados e restos culturais de arroz disponiveis apds a colheita, atingiram 5-12% e
56% do total de carbono organico, respectivamente (MURAYAMA, 1977). MATSUGUCHI
(1979) baseando-se nesses dados calculou que a quantidade de carboidratos hidrolizaveis no
solo e os dos restos culturais podem ser de aproximadamente 6 t.ha-1: St do soloe 1 tdos
restos culturais. Essa quantidade de carboidratos produzida equivale a um potencial de fixacio
de N, pelas heterotréficas de 60 - 90 kg N.ha-l. Outros resultados obtidos comprovaram que
residuos de palha de arroz incorporados ao solos inundados aumentaram a FBN por serem
fonte de matéria orgéanica para as heterotr6ficas. Estimou-se que a incorporagdo de 1t de
palha.ha-1 pode contribuir para fixar 2 - 5 kg N.ha-! (WATANABE, 1978).

2.2. Microrganismos fixadores de N, em campos de arroz inundado

As condiges aerdbicas e anaerdbicas, € a presenga ou auséncia de luz dos solos
inundados favorecem o desenvolvimento de todos os principais grupos de microrganismos
fixadores de N,. Estes podem ser autotréficos de vida livre ou simbi6ticos, heterotréficos
simbidticos e heterotroficos de vida livre aerdbicos, anaerdbicos facultativos e anaerdbicos. Os
metabolismos anaerébicos tais como H,, CH, e sulfetos podem também fornecer condigoes
para crescimento dos quimioautotréficos fixadores de N, na interface aerdbica/anaerdbica. A.
camada de 4gua, as plantas submersas e a superficie aerdbica do solo sdo os sitios para os
fixadores de N, fotodependentes. A fixacdo heterotrofica de N, ocorre preferencialmente em
ambientes ndo luminosos: nos solos agregados que contém particulas organicas e na rizosfera
(WADA et alii, 1979; WATANABE, 1981).

Do ponto de vista ecolégico os principais organismos fixadores de N, nos
campos de arroz inundado podem ser classificados como:



=

-(1) Trés grupos autotréficos, chamados bactérias fotossintéticas,
cianobactérias de vida livre e a simbiose Azolla-Anabaena ;

- (2) Dois grupos de heterotréficos compreendendo as bactérias fixadoras de
N, do solo e bactérias fixadoras de N, associadas com o arroz.

A fixacao de N, pelo riz6bio na simbiose com leguminosas usadas como adubo
verde tem sido usada ao longo do tempo como fertilizante organico para a cultura do arroz.
Embora o adubo verde ndo seja atualmente muito utilizado em vérios paises como hd 30 anos
atrds por razoes s6cio-econdmicas, sua alta taxa de fixacdo e a possibilidade técnica do seu
uso ndo devem ser negligenciadas (WATANABE, 1986).

2.3. Bactérias fixadoras de N, nos campos de arroz inundado

Uma larga faixa de bactérias fixadoras de N, tem sido relatada em diversos
ecossistemas de arroz (WATANABE & CHOLITKUL, 1979; YOSHIDA & RINAUDO,
1982; LADHA et alii, 1982, 1983; BARRAQUIO et alii, 1983):

(1) heterotréficas aerdbicas: Azotobacter sp, Azomonas sp, Beijerinckia sp,
Derxia sp, Pseudomonas paucimobilis, Pseudomonas sp, Azospirillum
lipoferum, Azospirillum brasilense, Alcaligenes, Thiobacillus sp oxidante de
enxofre; Methylosinus sp. oxidante de metano;

(2) heterotréficas anaerdbicas facultativas: Bacillus sp, Klebsiella planticola,
Enterobacter cloacae;

(3) heterotréficas anaerébicas obrigatdrias: Clostridium butyricum e Desulfovibrio
sp redutora de sulfato;

(4) fotossintéticas: Rhodospseudomonas palustris, Rhodospirillum, Chromatium e
Athiorhodaceae .
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Bactérias da rizosfera e associativa: A rizosfera do arroz € um sitio que favorece o
crescimento de bactérias fixadoras de N,. A bactéria cresce e fixa N, na rizosfera (solo que
envolve a raiz), rizoplano (superficie de fora da raiz) e hitosfera (dentro da raiz). A ocorréncia
de bactérias fixadoras de N, na parte submersa de plantas de arroz (parte basal do caule e
bainha das folhas) foi relatada por WATANABE et alii (1981). Esses autores informam que
bactérias do rizoplano sdo aquelas obtidas apOs vigorosa agitagdo das raizes; bactérias da
hitosfera sdo encontradas apds a maceragao de amostras de raizes cujas bactérias do rizoplano
foram removidas. BALDANI & DOBEREINER (1980) consideraram bactérias da hitosfera
(ou endorizosfera) aquelas que permaneceram vivas apos a raiz ter sido esterilizada com
cloramina T. Nio existe evidéncia que a bactéria realmente colonize as células
intercelularmente das raizes jovens de arroz, mas € possivel que ocorra colonizagdo
intercelular das raizes nas partes mais velhas, onde as células estao geralmente deterioradas.

Na rizosfera do arroz prevalece principalmente as bactérias microaerofilicas. As
anaerdbicas obrigatdrias ou facultativas estdo presentes, mas sio geralmente menos
abundantes (TROLLDENIER, 1977, BALANDREAU & KNOWLES, 1978). A alta
proporgao de bactérias microaerofilicas € provavelmente o resultado do carater oxidado da
rizosfera do arroz (YOSHIDA, 1975). As cinco principais caracteristicas fisioldgicas das
heterotréficas consideradas essenciais para a FBN na rizosfera do arroz sio: (1) protecdo
contra o oxigénio, (2) competitividade, ou habilidade para colonizar as raizes de arroz e usar
os substratos que estdo disponiveis nas diferentes regioes da rizosfera, (3) eficiéncia de FBN,
(4) habilidade para fixar N, na presenca de N-combinado e (5) habilidade para excretar o N,
fixado como amoénia, o qual pode ser diretamente aproveitado pela planta. Estudos
preliminares das caracteristicas fisiolégicas dos fixadores de N, da rizosfera de arroz indicam
uma grande diferenga entre as estirpes isoladas (DOMMERGUES & RINAUDO, 1979).

A presenca na rizosfera do arroz de Azotobacter, Beijennckia, Enterobacter,
Azospirillum, Pseudomonas sp e Alcaligenes tem sido relatada (ROUQUEROL, 1964;
RINAUDO, 1974; MATSUGUCHI et alii, 1975; WATANABE et alii, 1977; SILVA &
DOBEREINER, 1978; WATANABE & BARRAQUIO, 1979). LADHA et alii (1982, 1983)
e BARRAQUIO et alii (1982) observaram que Pseudomonas, Azospinilum, Enterobacter e
Klebsiella sdo bactérias fixadoras de N, comumente associadas com muitos cultivares de
arroz. Virias estirpes de bactérias isoladas do caule, bainha das folhas e raizes de plantas de
arroz crescendo em diferentes solos foram identificadas. Técnicas de imunodifusido e
imunofluorescéncia foram empregadas para identificagio e a técnica de imunofluorescéncia foi
usada para contagem direta. Anticorpos fluorescentes preparados contra estirpes pertencentes
a A. lipoferum, A. brasilense, E. cloacae, K. planticola e Pseudomonas HS8 foram
especificos até nivel de espécies. Entretanto, a imunodifuséo foi especifica até nivel de gé€nero



ou familia.

WATANABE & BARRAQUIO (1979) e WATANABE et alii (1979) fizeram a
contagem da populagdo de bactérias heterotréficas anaerdbicas fixadoras de N, nas raizes e
caules de arroz através dos métodos da contagem direta em placa e nimero mais provavel
(NMP). Fixadores de N, representaram 80% do total da populagio de bactérias heterotréficas
na hitosfera. Entre os fixadores de N,, a Pseudomonas foi predominante alcangando 107 a
108 por grama de peso da matéria fresca da raiz. Isto foi confirmado pela contagem direta de
Pseudomonas e Azospirillum utilizando a técnica de anticorpos fluorescentes (AF). A
contagem bacteriana através do método AF foi comparada com os métodos da contagem direta
em placa e NMP. Foram observadas aproximadamente cem vezes mais populagdes de
Pseudomonas € Azospirillum.

WATANARBE et alii (1982) constararam que as Pseudomonas apresentavam a
capacidade de crescerem autotroficamente em H, + CO, e O,. Uma vez que em solos
inundados cultivados com arroz hé a producao de gis H, isto pode ser uma das razdes porque
as Pseudomonas oxidantes de hidrogénio colonizam com sucesso as raizes de arroz
inundado.

L ADHA et alii (1983) fizeram a contagem de enterobactérias fixadoras de N,
produtoras de dcido e gis no caule e raizes de plantas de arroz. Eles encontraram populagio
bacteriana de 103 a 105 por grama de peso da matéria seca, a qual é baixa comparada com o
nimero de Pseudomonas € Azospirillum obtidas por WATANABE et alii (1979).

THOMAS-BAUZON et alii (1982) propuseram um modelo de espermosfera
para estudar a ocorréncia de bactérias fixadoras de N, na rizosfera de arroz. Como €
caracteristico desse modelo, as bactérias predominantes no solo sio crescidas em meio de
cultura sem N enriquecido com carbono sintético e exudatos de arroz produzidos durante a
germinagdo das sementes. Através desta técnica, eles obtiveram uma frequéncia de 65% de
isolados fixadores de N, pertencentes a Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas paucimobilis € Azospirillum.

Bactérias do solo: KOBAYASHI et alii (1967) e MATSUGUCHI (1979) fizeram
levantamento da distribuigdo de vérios tipos de bactérias heterotréficas e fotossintéticas
fixadoras de N, nos solos cultivados com arroz inundado no sudeste da Asia e Tailandia.
KOBAYASHI et alii (1967) encontraram que bactérias heterotréficas (Azotobacter e
Clostridium) estavam largamente distribuidas nos solos cultivados com arroz de varios paises
do sudeste da Asia. Apds trabalhar com vérios tipos de solos cultivados com arroz da
Tailandia MATSUGUCHI (1979) concluiu que fatores do solo sdo os responsiveis pela
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formagdo especifica da microflora fixadora de N, em cada grupo de solo cultivado com arroz
inundado. BECKING (1978) observou que Beijjerinckia esta largamente distribuida na regiao
tropical. Derxia ¢é frequentemente encontrada em solos inundados (DOBEREINER &
CAMPELQ, 1971).

Nao existem muitas informag6es sobre o papel de bactérias fotossintéticas em campos
de arroz. Seu comportamento caracteristico € de fotossintese anoxigé€nica (somente FS I).
Entretanto, sua atividade fixadora de N, atinge um méiximo sob condigdes de luz e
anaerobiose. Normalmente, € assumido que condicdes anaerébicas e de luminosidade nao
existem na superficie dos solos submersos. Em estudos de cultura pura, entretanto, alta
fixagdo de N, foi observada quando as bactérias fotossintéticas foram misturadas com
bactérias heterotroficas sob condigdes aer6bicas com iluminagdo (KOBAYASHI, 1982). A
presenca de bactérias fotossintéticas na quantidade de 105 a 107 células por ml de dgua ou por
grama de solo foi observada e constatou-se que a aplicagao de palha contribuiu para aumentar
virias vezes o seu nimero (KOBAYASHI et alii, 1967).

Mais experimentos sdo necessarios para provar ou nao a importincia das bactérias
fotossintéticas nos campos de arroz.

2.4. Métodos utilizados para estimar a fixagido biolégica de nitrogénio em

arroz inundado

A fixagdo bioldgica de nitrogénio em arroz inundado tem sido determinada
utilizando-se principalmente trés métodos mais facilmente empregados, embora eles também
possuam restrigoes: balanco de N, atividade de redugdo de acetileno (ARA) e uso do is6topo
15N,

2.4.1. Balango de Nitrogénio

O balango de N consiste em medir as entradas e saidas de N do sistema
solo-planta ou as mudangas ocorridas com o tempo no teor de N-total do solo e da planta em
estudo, sendo essencial a utilizagdo de uma técnica de anélise confiavel, pois é importante que
ela inclua todas as formas de N. Atualmente a técnica mais utilizada para analise do N do solo
tem sido a semimicro-Kjeldahl (STUMPE et alii, 1985; BREMNER, 1985).

O estudo de balango de N pode ser dividido em trés categorias: campo, lisimetro
e casa-de-vegetagdo. Normalmente quanto maior o controle das condigdes experimentais,
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menos relevantes podem-se tornar as condi¢oes de campo em estudo. Em geral, entretanto, os
estudos de campo resultam em uma estimativa bruta das mudangas liquidas ocorridas durante
um periodo de tempo. Quanto mais longo o experimento € maior o nimero de culturas,
melhor serd a estimativa. Por outro lado, os experimentos desenvolvidos em lisimetros ou em
vasos em casa de vegetacdo permitem uma melhor avaliagio das entradas e saidas de N.

Um rigoroso e verdadeiro balango de N no sistema solo-planta deve controlar
todas as formas de N (sélida, dissolvida e gasosa), entretanto, tais controles se tornam mais
dificeis em condigAes de campo. As principais entradas de N para a cultura de arroz inundado
incluem fertilizante, semente, dgua da chuva, d4gua de irrigacdo, absorcdo de amonia
atmosférica, lencol fredtico e fixacdo de N, por bactérias e cianobactérias. As perdas ou
remogio de N podem ocorrer devido a volatilizagdo de amonia, denitrificagdo, remogao pela
cultura, lixiviagdo através da infiltracdo e percolagio, e drenagem. Obviamente alguns desses
ganhos e perdas podem ser melhor medidos que outros. A amonia atmosférica, 0 movimento
de N no lencol fredtico, a volatilizagdo da amdnia, a denitrificagdo e a lixiviagdo sdo mais
dificeis de medir em certos casos para igualar a estimativa. Pequenas mudangas no teor de
N-total do solo sdo particularmente dificeis de detectar devido a dificuldade de amostragem.

Alguns trabalhos iniciais de balango de N referiram-se a recuperagido do N
aplicado na cultura de arroz podendo serem melhor chamados de ensaio de eficiéncia
(KOYAMA & APP, 1979). Existem poucos dados disponiveis sobre balango de N em arroz
inundado na regido tropical devido, provavelmente ao longo periodo exigido para tal estudo,
sendo, entdo negligenciado em favor de pesquisas mais imediatistas visando a produtividade.

Estudos de balango de N em cultura de arroz inundado nas condigoes de campo
desenvolvidos no Japdo, Tailandia, Indonésia e Filipinas mostraram um balango positivo de N
(Tabela 1).

No IRRI experimentos de fertilidade de longa duragdo com arroz inundado
desenvolvidos durante 12 anos com 24 cultivos sucessivos, sem aplicagdo de N-mineral, ndo
apresentaram diminuigio na producio de grdos, a qual variou de 3,0 - 3,88 t.ha" por cultivo.
Foram observados ganhos anuais de N proveniente da dgua da chuva e da irrigagao de 2,5 e
10 kg N.ha-l.ano-l, respectivamente e os célculos de balango de N mostraram que dois
cultivos de arroz por ano resultaram num balango positivo (Tabela 1) (APP et alii, 1984).

Estimativas do N proveniente da dgua da chuva requer anilises exatas desse
nutriente em baixa concentracdo na solugdo e a precisdo € geralmente pobre. Estimativas
desses N em clima temperado sdo geralmente abaixo de 10 kg N.ha-l.ano-! (ERIKSSON,
1952) exceto nas dreas proximas do mar ou afetadas por chuvas dcidas. Nas regides tropicais
algumas estimativas sao semelhantes (MEYER & PAMPFER, 1959; KELIMAN et alii, 1982;
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APP et alii, 1984), mas alguns trabalhos t€m apresentado valores muito mais altos (30 - 50 kg
N.hal.anol) (JONES, 1961; VIJAYALAKSMI & PANDALAI, 1962). Estimativas
da absorgdo de amonia atmosférica pelo arroz ou pelo sistema solo-dgua sdo também dificeis
de serem feitas e hé poucos dados disponiveis sobre essas entradas (INGHAM, 1950; MALO
& PURVIS, 1964; HUTCHINSON et alii, 1972; DENMEAD et alii, 1976).

Trabalhos desenvolvidos nos trépicos por SINGH et alii (1977) comparando
entradas e saida de N através da dgua de irrigacdo mostraram que as perdas liquidas variaram
consideravelmente, sendo essas variacoes atribuidas a localizagdo do campo, ao método e
época de aplicagdo de N e ao manejo da dgua. A perda mixima observada foi de
aproximadamente 9 kg N.ha-! por cultura devido a aplicagdo a lango do N-fertilizante e ao
continuo fluxo de irrigagdo durante a estagdo seca. Esses mesmos autores observaram que
determinadas dguas usadas para irrigagdo carregam um teor alto de N devido a contaminacao,
podendo esse N ser usado pelo arroz, sob certas condicoes de manejo. Estimativas feitas
sobre entradas de N através de dguas poluidas usadas para irrigacdo no Japdo foram de 16 kg
N.ha1 por cultura (YATAZAWA, 1977).

Estudos de campo sobre perdas de N através da lixiviagdo indicaram que um
minimo de 3 - 6 kg N.ha'! por cultura pode ser perdido em campos de arroz inundado
(TABUCHI et alii, 1975). Outros estudos indicaram que pode haver um grande movimento de
N no subsolo quando os campos de arroz sdo drenados apds a colheita (MAEDA &
ONIKURA, 1976). Perdas por lixiviagdo dependem obviamente da textura do solo e do
controle da dgua (KOSHINO, 1975).

Asamo e Yatazama (citados por YAMAGUCH]I, 1979) encontraram que os
ganhos anuais de N provenientes da dgua da chuva e da irrigacdo, os quais t€m aumentado
nos recentes anos devido a intensificacdo da poluicdo ambiental, sdo estimados em 5 - 16,5
kg.hal, respectivamente, enquanto que o proveniente da FBN é de 40 kg.ha-l. As perdas de
N nesse ensaio através da remogao pela cultura foram de 95,8 kg.ha-1, denitrificagdo 70,0
kg.ha'l, lixiviagdo 20,0 kg.ha'le escoamento superficial pela d4gua da chuva 0,60 kg.ha'l.

A maioria dos estudos de balango de N realizados até 0 momento nio incluem
as medidas de perdas de N, especialmente as perdas gasosas, as quais sdo dificeis de serem
estimadas com base em dados anuais (FIRTH et alii, 1973; WALCOTT et alii, 1977; APP et
alii, 1984). Nos campos de arroz inundado quando a presenga de algas € acentuada, as perdas
podem ser significativas, pois elas elevam o pH do solo devido ao processo de assimilagio de
CO,, favorecendo as perdas por volatilizagio (DE DATTA, 1981). Entretanto, mesmo
ignorando as perdas de N se o balango € positivo, isto constitui uma boa evidéncia da entrada
desse elemento através da FBN.

Estudos de balango de N de longa duragdo realizado no campo podem produzir
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dados valiosos mesmo dentro de poucos anos se varios cultivares forem plantados em parcelas
integradas com um delineamento experimental apropriado. Os cultivares capazes de manter
sua produtividade podem ser distinguidos dos que diminuem sua producdo devido a queda na
disponibilidade de N do solo (BODDEY, 1987).

Para o controle das entradas e saidas das diversas formas de N no estudo de
balango de N foram desenvolvidas cimaras apropriadas (ROSS et alii, 1964, 1968;
STEFANSON, 1970), visando principalmente medir as perdas por denitrificacdo. Entretanto,
devido as sérias dificuldades para manter o crescimento normal das plantas em tais condigdes,
essas camaras, atualmente, sdo mais utilizadas em experimentos contendo atmosfera
enriquecida com 15N,

O uso de vasos abertos ou lisimetros € muito mais conveniente € varios
trabalhos realizados contendo um bom delineamento e nimero de repetigdes t€ém mostrado
aumentos significativos de N no sistema solo-planta (Tabela 1) (WILLIS & GREEN, 1948;
APP et alii, 1980). A maioria de tais estudos tem por objetivo verificar a ocorréncia de
ganhos de N no sistema, utilizando comparagdes entre cultivares ou tratamento e se esses
resultados podem ser extrapolados para as condicdes de campo.

Os experimentos desenvolvidos em vasos t€m a vantagem do controle da
irrigacdo o que evita as perdas por lixiviagdo. Entretanto, a maioria desses ensaios sdo
realizados em casa de vegetagdo, a qual apresenta desvantagens tais como alta umidade do ar e
a baixa intensidade luminosa que podem promover a proliferacdo de cianobactérias fixadoras
de N ou reduzir a FBN associada a planta (VAN BERKUM & SLOGER, 1982; SMITH et
alii, 1984). Uma casa de vegetagdo semi-mdvel pode ser a solugdo ideal para permitir o
controle da 4gua, enquanto que na maioria do tempo as plantas poderiam estar expostas
normalmente as intensidades luminosas do campo (BODDEY, 1987).

Um dos primeiros estudos de balango de N em vasos contendo solo inundado
cultivado com arroz foi realizado por WILLIS & GREEN (1948) nos EUA. O balango foi
feito em condigdes de casa de vegetacdo com apenas um cultivo de arroz e foram incluidos o N
do solo, semente, fertilizante e cultura. Os autores concluiram que os ganhos liquidos no teor
de N, especialmente no caso do sistema planta-solo-dgua, ocorreram durante o
desenvolvimento da cultura (Tabelal).

Alguns pesquisadores incluem vasos contendo solo sem plantas como
tratamento controle, mas esses normalmente mostram consideraveis perdas de N (MOORE,
1966; APP et alii, 1980) através da denitrificagdo ou volatilizagdo, enquanto que nos vasos
com plantas o N € assimilado por elas e consequentemente imobilizado. O melhor tratamento
controle nessas condi¢des pode ser um vaso contendo uma planta, a qual € considerada muito
proxima da planta em estudo, mas conhecida por nao obter significante N através da FBN. Se
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essa planta ndo for disponivel pode-se utilizar varios cultivares.

Uma consideragao importante nos dados de balango de N € que os valores sdo
obviamente quantidades liquidas. Assim, o total de N fixado deve ser bem alto para que os
dados de balanco de N possam indicar uma compensagao das perdas de N no sistema. O total
de N, fixado pode ser elevado devido a aumento da fixac@o ou pelo reducéo nas perdas de N.
APP et alii (1980) apesar de admitirem que néo € possivel determinar se o balango positivo de
N no seu trabalho foi devido ao aumento na FBN e redugdo nas perdas simultaneamente,
acredita que no minimo 14 a 18% do N removido por quatro cultivos sucessivos de arroz
(Tabela 1) foram provenientes da FBN realizada por microrganismos heterotréficos.

Um dos problemas que surge normalmente em todos os tipos de estudo de
balanco de N € que a técnica nao estabelece diretamente se qualquer N, fixado foi incorporado
nos tecidos da planta e também um erro no balango € a soma de todos os erros envolvidos em
cada estimativa de todas as entradas e saidas de N. Normalmente, a maior quantidade de N
ocorre no solo, sendo que um pequeno erro na andlise do solo conduz a um grande erro no
balango de N. Variabilidade entre as repeticdes dentro da mesma amostra de solo pode ser
encontrada na andlise de semimicro-Kjeldahl, sendo esta marcadamente reduzida quando o
solo € moido e passado por uma peneira de 100 mesh (0,14 mm) (BREMNER, 1965;
BODDEY, 1987). E altamente desejavel, portanto, que todo o solo usado em experimento
seja peneirado e completamente misturado para reduzir a variabilidade entre os vasos
(BODDEY, 1987). Algumas técnicas utilizadas para coletar as amostras de solo dos vasos
com poucas variagdes entre as repetigdes sdo citados por APP et alii (1980) e BODDEY
(1987). Outros erros podem ser proporcionalmente grandes tais como aqueles associados com
o N proveniente da dgua da chuva ou perdidos por lixiviagdo, mas como eles estdo
relacionados com pequenas quantidades, podem ter pequeno efeito na estimativa. Outro
problema apresentado € que as entradas de N através da FBN sdo consideradas como sendo
equivalentes a qualquer ganho de N resultando dessa maneira num balango néo identificado e
quantificado. Isso pode causar uma superestimagdo da contribuigdo da FBN. Os riscos
podem ser minimizados através do uso de plantas controles ndo fixadoras, assumindo que
qualquer entrada de N estd igualmente disponivel a todos os tratamentos.

Como pode-se notar para tais estudos € necessdrio um longo periodo de
tempo com continuos cuidados. Sabe-se que dois tergcos ou mais de N das culturas de arroz
provém do N do solo , mesmo quando se aplica N-mineral (KOYAMA, 1971; PATRICK &
REDDY, 1976). Os virios fatores que influenciam o teor de N-total do solo podem ser
manipulados através dos estudos de balangco de N. O teor de N-total das amostras de solo
variam muito com as mudangas praticadas em solos onde a quantidade de N € menor que 75 -
100 kg N.ha-! e em muitos casos o limite pode ser muito mais alto. Assim, é necessirio fazer
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varios plantios sucessivos antes que mudangas significativas nos niveis de N do solo possam
ser determinadas (KOYAMA & APP, 1979).

2.4.2. Atividade de Redugao do Acetileno

A nitrogenase € o complexo enzimatico responsével pela reducdo do nitrogénio
atmosférico em amonia e, além do N, atmosférico ela reduz uma série de substratos (BURNS
& HARDY, 1975). Estudos realizados com substratos alternativos para essa enzima,
permitiram descobrir que o acetileno (C,H,) inibe a reducio de N, pela nitrogenase e que o
C,H, € reduzido a C,H, (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN & BURRIS, 1966). Foi
entdo sugerido que essa reagao poderia ser utilizada como uma nova técnica para medida da
atividade da nitrogenase (HARDY & KNIGHT, 1967).

A reagio normalmente catalizada pela nitrogenase "in vivo" é:

N, + 6Ht + 6e

2NH,

Quando a nitrogenase € exposta ao acetileno na auséncia de N,, essa reagdo €
substituida por:

CH, + 2H* + 2¢——= GH,

Alguns trabalhos realizados mostraram que o consumo de ATP por esse sistema
enzimético € independente do substrato que estd sendo reduzido (HARDY & KNIGHT,
1966, HARDY et alii, 1968). Isso significa que a atividade da nitrogenase ndo modifica
quando o N, é substituido por C,H,, mas os produtos formados € que sdo diferentes.
HARDY et alii (1968), também observaram que o etileno € o tnico produto da reducio do
acetileno pela nitrogenase, € que o etileno nao inibe a fixagdo de N, e nem € reduzido pela
nitrogenase.

A reducdo de C,H, para C;H,, apesar de medir a taxa da nitrogenase
indiretamente, tem se tornado o método mais popular para determinacdo da fixagdo de N, em
condi¢des de laboratdrio, casa de vegetagdo e campo, devido a sua simplicidade, sensibilidade
e baixocusto (HARDY et alii, 1973; BURRIS, 1975; RENNIE & RENNIE, 1983).

Virios problemas e precaucoes devem ser considerados para a utilizagdo do
método da atividade da redugio de acetileno (ARA). Esse método requer que o acetileno nado
altere outras atividades metabdlicas dentro do sistema que estd sendo investigado e que o
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etileno produzido seja estavel durante o periodo de teste. Entretanto, o acetileno tem
apresentado influéncia sobre certas atividades microbianas. Ele inibe a formagdo de metano
(OREMLAND & TAYLOR, 1975), a oxidagdo do metano (DE BONT & MULDER,1976) e o
crescimento da bactéria fixadora de N,, Clostridium pasteurianum (OREMLAND &
TAYLOR, 1975). Algumas bactérias fixadoras de N, dependem da oxidagio do metano para o
seu metabolismo e, portanto, esse teste ndo deve ser empregado em ambientes onde elas
estdo presentes. As baixas taxas de oxidacdo de metano observadas nos campos de arroz por
DE BONT et alii (1978) indicam que as bactérias fixadoras de N, dependentes de metano
estdo, provavelmente, em pequeno nimero nesses solos. O etileno pode também ser
produzido por plantas, fungos e bactérias (ABELES, 1973; DA SILVA et alii, 1974; WITTY,
1979) e isso ocorre frequentemente nos solos (SMITH & RESTALL, 1971; CORNFORTH,
1975; YOSHIDA & SUZUKI, 1975).Tanto o etileno produzido pela reducdo do acetileno
como o produzido no solo podem ser absorvidos pelas raizes de arroz (YOSHIDA &
ANCAJAS, 1971; YOSHIDA & SUZUKI, 1975) e pelo solo na presenca de oxigénio
(ABELES et alii, 1971), sendo que resultados obtidos por DE BONT (1976) e WITTY (1979)
indicam que a degradacdo do etileno produzido do acetileno durante o teste de ARA ndo €
significante e ndo invalida o mesmo. As bactérias que utilizam o metano também podem oxidar
o etileno, mas esse processo também € inibido na presenca de acetileno, portanto a remogao do
etileno por essas bactérias nos testes de ARA parece ndo ser provivel (DE BONT &
MULDER, 1976). .

A exatiddo do teste de ARA requer que o acetileno alcance os sitios da fixagdo
de N, e que o etileno produzido pela redugdo do C,H, seja quantitativamente recuperado. A
técnica "in situ" para arroz inundado tem apresentado problemas de difusdo gasosa,
particularmente de etileno da rizosfera para a atmosfera amostrada (LEE et alii, 1977a;
BODDEY & AHMAD, 1981). A transferéncia do acetileno da fase gasosa para a fase aquosa
pode ser baixa durante os testes de ARA, mesmo sendo o acetileno solivel em dgua (FLETT
et alii, 1976) ou em solo saturado (LEE & WATANABE, 1977). O etileno sendo também
solivel em 4dgua, pode permanecer na fase aquosa, 0 que compromete a amostragem da
atmosfera. A agitacdo das amostras imediatamente apds a adigao do acetileno e antes da
amostragem do gis, € recomendada, para promover a difusio do acetileno para dentro do solo
inundado e para liberar o etileno aprisionado na fase aquosa, respectivamente (LEE &
WATANABE, 1977; FLETT et alii, 1976; MATSUGUCHI et alii, 1978). Esse problema de
difusdo gasosa faz com que a concentragdo de acetileno ideal que proporcione a saturagio da
enzima para obtencdo da mdxima ARA seja varidvel de acordo com os diferentes sistemas
(HARDY et alii, 1968).

Uma fase "lag" na evolugdo de etileno tem sido observada durante a incubagio
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de raizes destacadas (TJEPKEMA & EVANS, 1976; LEE & YOSHIDA, 1977; KANA &
TIJEPKEMA, 1978). A causa deste periodo latente (lag) tem sido extremamente discutida,
sem obtengdo de conclusdes claras (DOBEREINER et alii, 1972; VAN BERKUN &
BOHLOOL, 1980; PATRIQUIN, 1982). Enquanto este periodo latente ndo for bem
compreendido, permanecerdo as dividas sobre a significincia dos dados obtidos de
experimentos utilizando raizes destacadas. Observagoes realizadas t€ém mostrado que plantas
inteiras colocadas dentro do cilindro apresentaram ARAs significativamente menores do que as
plantas crescidas desde a semente dentro do cilindros, e essa diminui¢do tem sido atribuida aos
distirbios fisicos dos cilindros intactos no solo, uma vez que a atividade da nitrogenase
associada com gramineas parece ser sensivel as alteragoes na pO, (WANI et alii, 1983).
Essa sensibilidade, também tem sido utilizada para explicar a baixa ARA inicial de raizes
destacadas (DOBEREINER et alii, 1972). Diante do fato de que todas as associagOes
gramineas/diazotréficos estudadas até agora apresentaram sensibilidade a pO, atmosférico
(0,20 atm), € quase certo afirmar que um experimento realizado com raizes destacadas em pO,
atmosférico ndo produzird atividades iguais aquelas obtidas em sistema intacto
(DOBEREINER et alii, 1972; VAN BERKUM & BOHLOOL, 1980).

As andlises de ARA realizadas em cilindro no solo e "in situ", também podem
incluir a atividade das cianobactérias, mas isso pode ser evitado através da troca da dgua
superficial por dgua limpa (LEE et alii, 1977a) ou através da aplicagdo do herbicida Propanil
(BODDEY & AHMAD, 1981) ou estreptomicina (HABTE & ALEXANDER, 1980), que
inibem a atividade da cianobactéria, e para os quais as plantas de arroz sio insensiveis.

As mudangas diurnas da atividade da nitrogenase na fixagdo associativa de N,
indicam que a ARA obtida em um dado perido do dia, ndo pode ser extrapolada para taxas
didrias (BALANDREAU et alii, 1974). O teste da ARA requer pequenos periodos de
incubagdo, uma vez que longos peridos podem produzir falsos resultados (HARDY et alii,
1973; DAVID & FAY, 1977).

WITTY (1979) relatou que os erros nas medidas de ARA podem ser
significantes para sistemas com baixa atividade fixadora de N,, quando se utiliza o fator de
conversao tedrica igual a 3. A relacdo quantitativa da fixagdo de N, € baseada numa taxa de
conversdo tedrica onde para cada 1 mol de N, fixado sdo reduzidos 3 moles de C,H,, mas
essa relacdo nao € uniforme para todos os sistemas fixadores de N,, porém comumente sdo
prc’)ximoé de 1:4 (HARDY et alii, 1973; BURRIS, 1974). Esse desvio € principalmente
devido a inibi¢do da evolugdo do hidrogénio pelo acetileno. E bem conhecido que o hidrogénio
é produzido pela nitrogenase incubada em N, (ou ar), na auséncia de acetileno. Parte do
suprimento de ATP € desviado da redugdo de nitrogénio para a produgdo de hidrogénio,
enquanto que em uma atmosfera contendo acetileno todo esse suprimento € envolvido na
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producio de etileno (BERGERSEN, 1966; DART & DAY, 1971). A proporgao de atividade
da nitrogenase envolvida na produgdo de hidrogé€nio varia com o organismo, estigio e
condigdes de crescimento. Parte ou todo o hidrogénio pode ser reciclado, recuperando um
pouco da energia perdida (WALKER & YATES, 1978).

Apesar do método da ARA ndo medir a transferéncia do N fixado do
diazotrofico para a planta associada,, ele tem sido empregado em estudo da fixacdo de
nitrogénio em gramineas (YOSHIDA & ANCAJAS, 1970; DOBEREINER et alii, 1972;
DAY et alii, 1975; VAN BERKUM & SLOGER, 1979). A reducdo de C,H, nesse caso,
somente identifica se a nitrogenase estd presente ou ndo no sistema em particular, e apenas
experimentos com !N  sdo capazes de demonstrar se a cultura é beneficiada
siginificativamente pela fixacdo ndo simbibtica e/ou associativa. Entretanto, fatores que afetam
o crescimento da planta também podem também afetar a ARA associada a planta
(BALANDREAU et alii, 1977; BALANDREAU & DUCEREF, 1980). Consequentemente,
variagoes de ARAs sdo esperadas de planta para planta e sao atribuidas as variagOes das
condigdes ambientais (isto €, intensidade luminosa e temperatura) e fatores da planta. As
observagdes de distribuicio da ARA s3o também necessdrias para determinar as
transformacdes apropriadas dos dados para andlise estatistica (TIROL-PADRE et alii, 1988).
Medidas da ARA "in situ" de cianobactérias e raizes de arroz’e de Arachis hypogea
mostratam uma distribui¢do normal do log (ROGER et alii, 1978).

Assim, parece que a ARA pode ser melhor utilizada quando aplicada em estudos
qualitativos para determinacdo do potencial da atividade de fixagdo de N, do sistema ou em
experimentos para comparar taxas relativas de fixacdo de N, em diferentes amostras ou
cultivares de plantas (BARRAQUIO et alii, 1986).

Virios tipos de testes da atividade da reducdo de acetileno t€ém sido empregados
para medir da fixagdo de N, associada com plantas de arroz inundado ( RINAUDO et alii,
1971; BALANDREAU & DOMMERGUES, 1973; LEE & YOSHIDA, 1977; WATANABE
et alii, 1978; GILMOUR et alii, 1978; WATANABE & CABRERA, 1979; BODDEY &
AHMAD, 1981; SANO et alii, 1981; VAN BERKUM & SLOGER, 1982). Estudos
realizados tém indicado que os testes devem incluir ndo somente o solo da rizosfera e raiz, mas
também a parte basal do caule e da bainha das folhas, os quais sdo também importantes sitios
da fixacdo de N, (WATANABE et alii, 1978; WATANABE et alii, 1979; WATANABE et
alii, 1981; BARRAQUIO et alii, 1982). Testes "in situ" satifazem esse requerimento mas
outros métodos, tais como raizes destacadas (VAN BERKUM & SLOGER, 1982) e culturas
em solugio nutritiva (WATANABE & CABRERA, 1979), ndo. BARRAQUIO et alii (1986)
desenvolveram um teste de ARA que inclue todas as condigdes mencionadas € pode ser
eventualmente usado para medir a atividade de fixagdo de N, de muitos cultivares de arroz, ao



20

mesmo tempo. Esse método € simples, rdpido e conveniente para medir a atividade de redugio
de acetileno em grandes ndmeros de plantas crescidas em condigdes de campo e tem
contribuido para reduzir os problemas encontrados em outros métodos.

Usando esse método LADHA (1986) e LADHA et alii (1986) estudaram o
perfil de alguns cultivares de arroz inundado em seus diferentes estdgios de crescimento e
obtiveram os melhores resultados na época da emergéncia da panicula, onde verificaram que:
a) as diferencas entre os cultivares foram mais evidentes, b) o coeficiente de variagio foi
menor (13 - 17%) e c) as correlagdes parciais entre ARA e matéria seca da raiz e parte aérea
foram significantes. As possiveis razoes associadas com a incidéncia méxima da ARA na
emergéncia da panicula dada por esses autores incluem: a) um rdpido esgotamento da
disponibilidade de N no solo, b) aumento do suprimento dos fotossintatos da planta para as
raizes e c) aumento no transporte de nitrogé€nio atmosférico para as raizes através do
aerénquima.

LADHA et alii (1987), selecionando cultivares de ciclo curto e longo para FBN,
observaram também que a ARA foi maior na época da emergéncia da panicula para os dois
ciclos, mas a biomassa de raiz foi diferente. Eles sugeriram que ao menos nos cultivares de
ciclo longo a maior ARA poderia ser devido a um aumento na disponibilidade de compostos
de carbono provenientes da degradagao parcial das raizes da planta na emergéncia da panicula.
Entretanto, esses mesmos autores argumentam que se o declinio das raizes foi uma possivel
causa do pico da ARA, entdo, nos cultivares de ciclo curto, o pico também deveria aparecer
apos o declinio da biomassa das raizes, o que ndo ocorreu. Diante disso, eles concluem que,
embora a degradacdo de raizes seja importante, o suprimento de fotossintatos € o fator mais
dominante que afeta a ARA.

Diferengas significantes na capacidade de alguns gendtipos de arroz para
suportar a FBN foram relatadas (LEE et alii, 1977b; LADHA et alii, 1986) e a necessidade de
critérios de selecao simples e faceis tem sido enfatizada (LADHA et alii, 1986).

Alguns trabalhos t€ém mostrado correlagio positiva entre a atividade da redugio
de acetileno associada a planta e o peso da matéria seca de raizes (LEE et alii, 1977b; HIROTA
et alii, 1978; SANO et alii, 1981). InvestigacOes mais completas da relacdo entre os
caracteres de crescimento da planta de arroz associado com ARA podem levar i identificagao
de caracteristicas associadas com alta fixagio de N,. E importante também considerar
produgdo de graos e indice de colheita quando se seleciona cultivares para FBN, pois o
cultivar pode mostrar alta taxa de fixacdo de N, mas baixa producio de griaos (VINCENT,
1984).

Algumas estimativas da FBN em campos de arroz inundado obtidas através do
método da atividade da redugdo de acetileno sio apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Estimativa da FBN em campos de arroz inundado calculada através
da ARA.

Regiio N, fixado Referéncias
(kg.ha-1.cultura-1)

Shikoku, Japdo 26 HIRANO, 1958

Los Bafios, Filipinas 52-63 YOSHIDA & ANCAJAS, 1973
Tailandia 0,5 - 54 MATSUGUCHI et alii, 1976
Senegal 10-30 REYNAUD & ROGER, 1976
Los Baiios, Filipinas 50 WATANABE et alii, 1977

Los Baiios, Filipinas 4,9 BARRAQUIO et alii, 1982

2.4.3. Uso do isétopo de 15N

O nitrogénio atmosférico € composto por duas formas estaveis de is6topos de
N, onde 99,6337 e 0,3663% dos atomos sdo 14N e 15N, respectivamente (JUNK & SVEC,
1958), mas no solo e nas plantas podem haver pequenas variagoes dessas proporgoes. O uso
do is6topo de 15N permite que produtos da fixagdo de N, sejam identificados dentro do
N-total das plantas, através da derivagdo da proporgdo 15N/14N nos tecidos das plantas
testadas quando comparadas com o aumento na proporgdo de 15N, acima da abundéncia
natural.

Existem duas formas para uso de is6topos para quantificar a fixagdo bioldgica
de nitrogénio associada a plantas: uso de gis N, enriquecido com 1SN (método direto) e
enriquecimento do N do meio onde a planta cresce utilizando N-mineral (método indireto).

E mais desejavel usar o isétopo de 15N na forma gasosa quando se mede a
fixacdo de N,, pois a incorporagdo pela planta do N enriquecido proveniente de uma
atmosfera marcada pode ser considerada uma prova definitiva de que a planta beneficia-se da
FBN (BURRIS, 1974). Os tnicos pré-requisitos para utilizagdo dessa técnica € que o N,
marcado esteja totalmente puro e que o enriquecimento dos tecidos das plantas seja
sufucientemente alto para que nio possa ser confundido com a abundancia natural. A maior
limitagdo dessa técnica estd na exposigdo da planta a atmosfera de 15N,. Se somente as raizes

da planta sdo expostas ao 1°N,, o equipamento nido precisa ser muito sofisticado
(OGHGHORIE & PATE, 1972; MONTANGE et alii, 1981). Entretanto, quando empregaram
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essa técnica, YOSHIDA & YONEMA (1980) constataram grande vazamento de gases o que
diminuiu consideravelmente o 15N, durante o experimento. O arroz inundado também
depende da difusdo de oxigénio da parte aérea, através do aerénquima, para a respiragdo das
raizes e para evitar os efeitos téxicos do baixo potencial de redugédo da rizosfera (LEE et alii,
1981). Assim, € necessério incluir a planta toda de arroz para tais estudos. Entretanto, quando
a planta inteira € exposta a uma atmosfera de 15N, surgem problemas devido i necessidade de
controle de O,, CO,, transpiragio, intensidade e qualidade de luz e temperatura para manter
uma taxa fotossintética normal. Camaras especificas para estudos da FBN foram descritas por
WITTY & DAY (1978), YOSHIDA & YONEMA (1980), ITO et alii (1980) e ESKEW et alii
(1981), mas mesmo nessas camaras, ndo tem sido possivel crescer plantas desde a semente ou
transplante até a maturacdo em atmosfera marcada. O periodo méximo de exposicdo usado
para esses estudos sdo menores que duas semanas € a maioria dos estudos realizados foram
conduzidos com duas plantas somente. As condi¢des ambientais, entretanto, bem controladas,
ndo podem reproduzir exatamente aquelas encontradas no campo, € isto, combinado com o
periodo de curta durago de exposigdo ao gds N, enriquecido, impossibilita que as estimativas
sejam extrapoladas para plantas crescidas em condigdes de campo (BODDEY, 1987).

As limitages encontradas na utilizagdo do 15N, pode ser superada se a fixagao
de N, € determinada indiretamente através da técnica de dilui¢do isotdpica de 15N, onde o
sistema fixador € suprido com uma fonte de N enriquecida do solo com !5N significativamente
diferente do enriquecimento natural de N, atmosférico (BROADBENT et alii, 1982). Este
método baseia-se na marcagdo do N da fragdo orginica do solo através de pequenas
aplicagdes de fertilizante enriquecido com 15N. De acordo com essa técnica, os cultivares que
ndo receberem contribuicdo da FBN apresentardo uma concentragdo de 15N equivalente a
existente no N disponivel do solo (ndo ocorre diluigdo isotépica). Entretanto, aqueles
cultivares que receberem uma contribuicdo de N proveniente da FBN apresentardo menor
concentragdo de 15N devido 2 diluigdo que ocorrerd com a entrada de 14N do ar, o qual
encontra-se em alta concentragio nesse meio. Essa técnica € mais apropriada para as medidas
de FBN associadas com culturas agricolas, em plantas crescidas em ambiente natural ndo
perturbado. Nesses estudos o enriquecimento com 15N do N-mineral do solo € usualmente
avaliado através do enriquecimento de 15N de uma planta controle ndo fixadora, a qual se
desenvolve em idénticas condi¢des. Para uma avaliagdo cuidadosa da FBN utilizando o
enriquecimento do "pool" de N do solo, algumas hipéteses sdo consideradas: a) as perdas por
volatilizagdo ndo podem ocorrer; b) planta fixadora e controle devem utilizar o 15N igualmente;
c) o solo deve ser uniformemente marcado; d) a aplicagdo de N no solo ndo deve afetar a taxa
de fixagdo de N, das plantas.

Algumas dificuldades, entretanto, tém surgido na escolha da planta controle
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(RENNIE, 1982). E impossivel fazer recomendagdes gerais para planta controle, uma vez
que ndo se pode afirmar que ela serd um bom controle para todas as plantas fixadoras de N,.
As taxas de crescimento da planta fixadora e do controle podem variar, dependendo de muitos
fatores edéficos e ambientais, além do solo apresentar mudangas continuas do enriquecimento
do N disponivel para a planta, sendo impossivel prever qual controle acumulard N com o
mesmo enriquecimento de N da planta fixadora. Algumas recomendagdes sugeridas
baseiam-se no fato de que quando o solo é previamente marcado com 15N e cultivado
previamente, o 15N enriquecido residual fica praticamente estivel com o tempo (KOHL &
SHEARER, 1980).

A inibigdo da FBN pela adi¢do de 15N inorgénico e a diminuigdo da variagdo do
enriquecimento de 15N no solo, podem ser contornadas adicionado juntamente com o adubo
marcado, fontes de carbono para imobilizar o N. Essa técnica tem sido empregada por vérios
pesquisadores que utilizam varios substratos de carbono (sacarose, glicose, celulose, p6 de
serra, palha, etc..) visando imobilizar o N algum tempo antes do plantio (LEGG & SLOGER,
1975; BROADBENT et alii, 1982; VENTURA & WATANABE, 1983). Outra técnica
semelhante € incorporar material de planta marcado com 15N, especialmente preparado ou
resultante de experimentos anteriores. Essa técnica, entretanto, tem sido criticada, uma vez que
a imobilizagdo do N-mineral marcado aplicado em solos ji deficientes em N, resulta em
plantas com crescimento inadequado, aumentando a proporgdo do N proveniente da FBN,
principalmente em cereais e gramineas (CHALK, 1985; LEDGARD et alii, 1985).
Entretanto, o objetivo até o momento acerca da FBN associada com gramineas € estimar
qualquer potencial de contribuigdo da FBN, sendo portanto, desejavel as condi¢des de solo
deficiente em N (BODDEY, 1987).

Apesar de ser uma importante ferramenta para estudos da FBN, o 1N tem seu
uso restrigindo devido a disponibilidade limitada do material, alto custo, além da sua
aplicagdo em condigdes de campo ficar limitada a microparcelas.

Alguns estudos realizados com !5N,, visando verificar a fixagdo biolégica de
N, em solos inundados cultivados com arroz demonstraram que o 13N foi incorporado ao solo
(REDDY & PATRICK, 1979; CHARYULU et alii, 1981) e nas plantas (YOSHIDA &
YONEMA, 1980; ITO et alii, 1980; ESKEW et alii, 1981; WATANABE & VENTURA,
1982; VENTURA & WATANABE, 1983). Algumas estimativas da fixacdo de N, em arroz
calculada utilizando 15N estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Nitrogénio no arroz inundado proveniente da FBN estimado através
do uso de 15N.

Regido N, fixado Método Referéncias
(kg N.ha-1)
Bangkhen, Tailandia 52 15N, KOYAMA et alii, 1972
Los Bafios, Filipinas 97-113 15N, IRRI, 1974
Fuki e outras regioes, Japdo 30 - 100 I5N-fertilizante =~ KOYAMA, 1975
Tsukuba, Japio 11,6* 15N, YOSHIDA & YONEMA, 1980
Maligaya, Filipinas 22,6** 15N, ESKEW et alii, 1981

*  periodo de 13 dias de incubagio

** periodo de 30 dias de incubagio

ITO et alii (1980) transferiram plantas de arroz do campo para solugao nutritiva
e as expuseram ao 15N, durante 7 dias, e observaram que houve incorporagdo de 15N nas
raizes, no basal e exterior da bainha da folhas, sendo que menos de 10% do 15N foram
translocados para os tecidos da planta. YOSHIDA & YONEMA (1980) conduziram quatro
experimentos com exposicdo das plantas e solo ao 15N, que variaram de 7 - 13 dias e
constataram que 19 a 25% do total de N, fixado estavam nas raizes, folhas, caules e paniculas
do arroz. Esses autores comparando os maiores valores obtidos nos seus experimentos com o
pequeno enriquecimento alcangado por ITO et alii (1980) enfatizaram a importincia da FBN
realizada pelas bactérias da rizosfera e ressaltaram que as discrepédncias entre os dois
resultados foram devido a presenga do solo em seus experimentos.

ESKEW et alii (1981) expuseram ao !5N,, durante 13 dias na época da
emergéncia da panicula, plantas de arroz crescidas em vasos contendo solo inundado cobertos
com pano preto para reduzir a atividade da fixacdo de N, por microrganismos
fotodependentes, e observaram que 11,3% do total de 15N no sistema foram encontrados na
panicula, 2,3% nas raizes e 80,7% no solo submerso na época da maturagdo da planta. Esses
autores constataram que a porcentagem de 4tomos em excesso nos graos na maturagao foi
maior que na palha e que 70% do 5N na planta estavam nos grios. Eles concluiram que os
resultados forneceram evidéncias diretas da fixagdo heterotrofica de N, associada com as
raizes de arroz e solo inundado e que parte do N recém fixado ficou disponivel para a planta.

ITO & WATANABE (1981) observaram em experimentos com solo
enriquecido com glucose e incubados em 15N,, que a imobilizagdo do N-fixado pelas
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heterotréficas e o N do solo sofrem processos de transformagoes semelhantes. Entretanto, as
taxas de mineralizagdo foram de 23,4 para o N-fixado e 4,6% para o N do solo apds 16 dias e
as plantas de arroz absorveram 34% do N-fixado e 8% do N do solo. Esses resultados, -
segundo os autores, mostraram que o N-fixado biologicamente permaneceu como composto
prontamente decomponivel, 0 que tornou-o suscetivel ao ataque de microrganismos, fazendo
com que ficasse mais disponivel para as plantas do que o N do solo.

WATANABE & VENTURA (1982) desenvolveram experimentos com 1SN, e
marcacido do solo com 15N (método da diluigdo isotépica de 15N) em vasos abertos, onde
constataram que houve um menor enriquecimento de 15N nas partes submersas da planta
(bainha das folhas e raizes) no experimento com solo marcado. Esse fato foi atribuido a
diluigdo isotdpica de 15N, uma vez que nessa regido prevalece o crescimento de cianobactérias
e a fixagdo de N, fotodependente € alta. A hipdtese de que estava havendo maior translocagio
do 15N dessas partes foi descartada, uma vez que no experimento com 15N, estas estavam
mais enriquecidas. Eles observaram também que os teores de 15N das vdrias partes da planta
no experimento com 15N, foi inversamente proporcional aos teores de 15N do experimento de
diluigdo isotdpica. No experimento com !5N, observaram que 40% do N fixado foi
translocado para as folhas e graos na maturacio. Esses autores observaram que os resultados
obtidos no experimento com 15N, foram opostos aos apresentados por ESKEW et alii (1981),
os quais obtiveram maior enriquecimento dos grios. Eles sugeriram, entdo, que o N fixado
pelas cianobactérias e bactérias fotodependentes associadas com a parte submersa do arroz,
estava menos disponivel para os graos do que o N, fixado pelas bactérias heterotroficas, uma
vez que o experimento foi realizado contabilizando a fixagdo fotodependente, enquanto que
ESKEW et alii (1981) utilizaram vasos cobertos.

VENTURA & WATANABE (1983) empregando o método da diluigdo
isotdpica de 15N e dois tipos de controle (arroz sequeiro e vasos cobertos) observaram que
20-30% dos ganhos de N no sistema foram provenientes da fixagdo fotodependente quando
utilizaram o controle vaso coberto. A recuperagio do N pela planta de arroz foi de
aproximadamente 35% e nos vasos cobertos 11% do total do N do solo foi absorvido pelas
plantas. Isso significou que o N recém imobilizado pela adigdo de carbiodrato foi trés vezes
mais disponivel para a planta que o N nativo do solo. Eles também constataram que o arroz
sequeiro ndo foi um bom controle, uma vez que os calculos do N'derivado da fixacdo excedeu
ou foi igual ao balanco de N do sistema, e ndo ha dividas de que o N na planta derivado da
FBN deve ser menor que o total de N ganho no sistema. Os autores, entretanto, sugerem que
o alto teor de 15N do arroz sequeiro foi devido & menor mineralizagdo do N nativo do solo,

pois a mineralizagdo do N nativo do solo € mais intensa em solos inundados que solos
drenados (ASAMI, 1971). '
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Apesar do uso dessa técnica estar baseada em vdrias suposi¢coes € alguns
problemas, tais como a estabilidade da marcagdo das formas de N-mineral do solo e
consequentemente a necessidade de culturas com ciclos de crescimento semelhantes, ela pode
ser 1til para selecionar cultivares de arroz com potencial para estimular a FBN, identificar
sitios da fixagdo de N, nas plantas e verificar os efeitos da inoculagéo.



3. MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram realizados em condig¢des semi-controladas com o
objetivo de estimar o potencial da FBN de diferentes cultivares de arroz crescidos em solo
inundado, sendo que no primeiro, desenvolvido durante dois anos consecutivos, utilizou-se a
técnica da diluigdo isotépica de 15N (Estudo I) e também determinou-se o balanco de N no
sistema (Estudo II). No segundo ensaio, a técnica utilizada foi a de reducgdo de acetileno

(Estudo III), tendo sido realizados isolamentos de alguns géneros de bactérias fixadoras de N,
(Estudo IV).

3.1. Estudo I: Avaliagdo do potencial da FBN em cultivares de arroz
inundado pelo método de diluigdo de 15N

3.1.1. Localizagiao do experimento

O experimento foi conduzido durante dois anos consecutivos (1 cultivo.ano-1)
em condicdes de casa-de-vegetacdo com cobertura mével (Foto 1), a qual foi descrita em
detalhes por FREITAS (1984), localizada numa area pertencente ao Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA), da Universidade de Sdo Paulo (USP), em Piracicaba, Sao Paulo.

3.1.2. Solo

O solo de varzea classificado como Aluvial foi coletado na Estacao Experimental
de Pindamonhangaba pertencente ao Instituto Agrondmico de Campinas (IAC),
Pindamonhangaba, Sdo Paulo, uma regido de cultivo de arroz sob irrigagao por inundagao.
As amostras de solo foram coletadas a 0-20 cm de profundidade, compostas, misturadas,
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Foto 1. Vista geral da casa de vegetagao com cobertura mdvel,
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secas ao ar e posteriormente passadas por uma peneira de 2mm. O solo foi acondicionado em
vasos plasticos de 10 litros com 26 cm de didmetro e capacidade para 12 kg de solo, os quais
foram enterrados sob area da cobertura mével para nao sofrerem altas variagoes de temperatura
(Foto 2). Algumas de suas caracteristicas quimicas e fisicas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados de algumas andlises quimicas e fisicas do solo utilizado
no experimento(1),

Andlise quimica

pH M.O. N-total PO,3 K Ca Mg H+Al s® crc® v(®
(H20) % meq./100 ml - % ---
4,9 2,14 0,14 0,12 0,40 2,56 1,44 5,18 4,4 9,6 459

Anilise Granulométrica

Areia Silte Argila Classe Textural
%
21,0 36,5 42,5 argilosa

(1) Anélise do Departamento de Solos, Geologia e Fertilizantes - Centro de Estudos do Solo - ESALQ/USP
(2) Soma de Bases, (3) Capacidade de Troca Catidnica; (4) Saturagdo de Bases.

3.1.3. Adigao de fertilizante

A adubacgio mineral aplicada foi baseada na recomendagio de ALLEN et alii
(1976) propria para arroz inundado cultivado em vaso e foi realizada uma vez somente antes
do primeiro plantio. Foram adicionados no solo 5,5 g de P,0s.vaso-l na forma de
superfosfato triplo, 2,88 g K,0.vaso! como sulfato de potassio, 245 mg de uma mistura de
micronutrientes.vaso-! (ZnSO4.H,0 - 250 g, CuS0O,.5H,0 - 100 g e Na,B,0,.10H,0 - 100
g2), 12 g de calcéreo.vaso! (mistura de CaCO; e MgCO; na proporgao de 4:1). A aplicagdo do
fertilizante foi realizada vaso por vaso, retirando-se o solo do vaso, colocando-o em um
plastico estendido no chdo e misturando estes produtos homogeneamente. A adubagao
nitrogenada nao foi realizada, aplicando-se apenas uma pequena quantidade de sulfato de
amdnio enriquecido com 15N para marcar o solo.
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Foto 2. Ao fundo encontram-se os vasos enterrados sob area da

cobertura mével usados no ensaio de diluigdo isotépica de
15N e na frente os vasos usados no teste de ARA.
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3.1.4. Marcagao do solo com 15N

A marcagdo do solo foi feita adicionando-se 755 mg de sulfato de amonio
enriquecido com 21,274 dtomos % de 1N em excesso para cada vaso (160 mg de N.vaso!
correspondendo a 34 mg de 13N.vaso!). Para facilitar a aplicagdo do fertilizante marcado,
preparou-se uma solugdo contendo 61,155 g de sulfato de amdnio enriquecido com 1N e
4050 ml de 4gua destilada, colocando-se 50 ml por vaso.

A imobilizagdo do fertilizante enriquecido aplicado ao solo visando diminuir as
perdas desse N e também para homogeneizar a marcacao, foi realizada adicionado-se 30 g de
sacarose em cada vaso juntamente com a adubagdo mineral e aplicagdo de 15N, seguindo a
recomendacdo feita por VENTURA & WATANABE (1983). A sacarose funciona como fonte
de carboidrato para os microrganismos do solo proporcionando maior crescimento da sua
populacdo e consequente aumento no consumo de N, ficando este imobilizado nos
microrganismos, os quais vao liberando aos poucos esse N através da sua morte.

Para determinar a imobilizagdo do N disponivel utilizou-se do solo de um vaso
que recebeu o mesmo tratamento € que foi posteriormente descartado. Na primeira
amostragem, feita logo apds a adicdo dos fertilizantes e da sacarose, retirou-se tr€s amostras
de solo e determinou-se os teores dos fons amonio € nitrato encontrando valores de 41,19 ppm
e 6,46 ppm, respectivamente. Amostras foram retiradas em diversos dias até que aos 12 dias
os teores dos fons amonio e nitrato medidos foram iguais a zero.

3.1.5. Tratamentos

Os tratamentos utilizados no experimento constaram de vaso sem planta e dos
cultivares de arroz inundado empregados: IAC-1278, IAC-81-318, IAC-4440 (provenientes
do Instituto Agronomico de Campinas - IAC, Campinas, SP), CNA-0721, CNA-3314,
CNA-3852, CNA-3879, CNA-4215, CNA-4501, CNA-4566, BR-IRGA-409,
BR-IRGA-410 (provenientes do Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao -
CNPAF/EMBRAPA, Goidnia, GO), IR-42, IR-58 ¢ HUA-CHOU-CHI-MO-MOR
(provenientes do International Rice Research Institute - IRRI, Filipinas). No segundo ano de
cultivo cada cultivar foi transplantado para o vaso correspondente ao utilizado no primeiro

ano. Algumas das caracteristicas agronomicas dos cultivares usados estdo apresentadas na
Tabela S.
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Tabela 5. Algumas caracteristicas agronomicas dos cultivares de arroz

inundado usados no experimento.

Cruzamento Ciclo de  Floresc. Altura da Resisténcia Tipo de
Cultivares ou origem maturagio (dias) planta grao
(dias) (cm) A B@ u®
IAC-1278 P 1217/P 1236 133 -145 110 - 120 80-90 R S MR longo
IAC-81-318 [R-841/F-3-7 135 -145 110 - 118 85-95 - 8 - longo
[IAC-4440 CICA-4(IR-665- 141 -150 123 - 130 80-90 R R MS longo fino
23--3-1/ TETEP)
CNA-0721 - - - - - - - -
CNA-3314 - - - - - - - -
CNA-3852 P-738-137-7-1 130 86 - 98 90 R MR R longo fino
CNA-3879 CICA-8/BG-90-2/ 130 99 90 R R MR longo fino
TETEP
CNA-4215 BN-1/CR-115 130 98 85 R MR MR longo fino
CNA-4501 - - - - - - - -
CNA-4566 IR-930-53/IR-579- 110 - 145 80-115 100 -111 R R MR longo fino
160/IR-22/IR-930-
147-8/IR-939-31-
10/IR-662/
Colombia-1
BR-IRGA-409 IR-930-2/ 130 - 140 85-96 80-90 R R - longo fino
IR-665-31-2-4
BR-IRGA-410 IR-930-53/ 130 - 135 87-93 90 - 100 R R - longo fino
IR-665-32-24
IR-42 - 125 - 135 - - - - - -
IR-58 - 105 - 110 - - - - - -
HUA-CHOU - 105 - 110 - - - - - -
Resisténcia: (1) Acamamento, (2) Brusone, (3) Helmintosporiose: R = resistente

S = suscetivel
MS = moderadamente suscetivel
MR = moderadamente resistente
Tipo de grao: classificado de acordo com o comprimento do grao descascado manualmente: Curto - até 4,99 mm;
Meédio - de S mm a 5,99 mm; Longo - de 6 mm a 6,99 mm (fino: relagao comprimento/largura > 3; médio: relagao
comprimento/largura < 3); extra longo - de 7 mm em diante.

3.1.6. Transplante das plintulas

As sementes de arroz foram enroladas em papel de germinagdo, formando
tubos, os quais foram acondicionados em frascos plasticos contendo dgua destilada, e
colocados para germinar em sala de crescimento com temperatura constante de 28°C e
fotoperiodo de 12 horas. Apés 18 dias as plantulas com aproximadamente 18 cm de tamanho
(Foto 3), foram retiradas do papel de germinacao e transplantadas para os solos nos vasos,
colocando-se trés plantulas por vaso.
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Foto 3. Aspecto da germinagao das sementes de arroz. Plintulas

com 18 dias de idade.
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3.1.7. Alagamento

Apés a constatagdo da imobilizagdo total do N-mineral aplicado ao solo
realizou-se o encharcamento do mesmo com 4agua de torneira, sendo realizado o transplante
das plantulas de arroz no dia seguinte. ApO6s o transplante fez-se a inundagdo do solo,
deixando-se uma ldmina de aproximadamente 5 cm de profundidade até o final do ciclo da
cultura. Apos a primeira colheita o solo foi mantido inundado, sendo todos os vasos cobertos
com um pléstico preto, permanecendo assim até o plantio subsequente.

3.1.8. Controle Fitossanitirio

Foi realizado controle didrio manual, sem aplicagio de inseticida, do ataque da
lagarta (Elasmopalpus lignosellus L.) para manutencio da sanidade das plantas. Observou-se
que esse ataque somente ocorreu durante os primeiros 20 dias ap6s o transplante das plantulas
nos dois cultivos.

3.1.9. Delineamento experimental - Andlise dos dados

O experimento consistiu de 80 vasos dispostos completamente 20 acaso, 0s
quais compreenderam 16 tratamentos e S repetigdes, com duas €pocas de cultivo (i2 ano e 2°
ano). A anélise de varidncia foi feita segundo modelo inteiramente ao acaso, utilizaiid‘o'-s&..o
teste Duncan para comparagao entre médias.

3.1.10. Amostragem do solo e preparo das amostras

A amostragem do solo foi realizada ap6s a adubacdo mineral e aplicacdo de
15N, mas antes do primeiro plantio, e apds a colheita do segundo plantio, utilizando-se um
pequeno trado, retirando-se trés amostras por vaso. As amostras de cada vaso foram
misturadas e colocadas para secar em estufa a 60°C até peso constante. Em seguida foram

trituradas em almofariz, passadas por uma peneira de 0,5 mm e mantidas em sacos plasticos
até o momento de serem analisadas.
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3.1.11. Colheita das plantas e preparo das amostras

Os cultivares de arroz inundado foram colhidos apés 120 dias do transplante.
Coletou-se somente a parte aérea das plantas no primeiro ano de cultivo deixando as raizes
nos vasos. Para que ndo houvesse brotamento do arroz procurou-se cortar a parte aérea bem
na intercecgdo com a raiz , além de cobrir os vasos com pléstico preto. Na colheita do
segundo plantio as raizes foram retiradas. As plantas de cada vaso foram separadas em palha,
grdos (no primeiro ano) e raiz (no segundo ano) e, assim, independentemente analisadas. O
material vegetal coletado foi separadamente colocado em sacos de papel e secado em estufa
com circulagdo de ar, a 60°C até peso constante. Apés a secagem o material foi pesado e
finalmente moido em moinho com malha de 60 mesh.

3.1.12. Parimetros avaliados

Matéria seca: A producdo de matéria seca foi determinada nas diferentes partes da planta
através da pesagem de cada uma e a produgdo para a planta inteira foi obtida através da
somatdria dos valores encontrados nas diferentes partes da planta.

Nitrogénio na planta: O N-total das diversas partes da planta foi obtido apds a digestdo
sulfirica do material (PARKINSON & ALLEN, 1975) e anilise colorimétrica de fluxo
continuo (ZAGATTO et alii, 1981). Os resultados expressos em porcentagem foram
transformados para quantidade de nitrogénio total utilizando-se a equagdo 1:

TNTP x MS

e )
100

QNTP =

onde, TNTP = teor de nitrogénio total na parte da planta considerada (%)

MS =matéria seca produzida na parte da planta considerada (g.vaso-1)

As quantidades de N-total acumuladas pela planta inteira foram obtidas pela
somatdria dos valores encontrados para cada uma das partes consideradas.
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Nitrogénio na planta derivado do fertilizante: As amostras de plantas para andlise da
concentragio isotépica de 15N foram processadas pelo método de combustdo modificada de
Dumas segundo PROKSCH (1969) conforme metodologia apresentada por TRIVELIN et alii
(1973) e analisadas por espectrometria de massa.

a) Porcentagem de nitrogénio derivado do fertilizante

Nas diversas partes da planta as porcentagens de nitrogénio derivado do
fertilizante foram calculadas pela equagdo 2:

(4tomos % 15Npianta — % A.N.)
%Ndff = x 100 )
(4tomos % 15Nifertilizante — % A.N.)

onde,

Atomos % 15Nplanta = porcentagem de dtomos de 15N presentes na parte da planta em questio
Atomos % 15Nfertilizante = porcentagem de dtomos de 15N presentes no fertilizante

% A.N. = itomos % de abundéncia natural de 15N

A abundincia natural de 15N para as plantas de arroz foi determinada através da
andlise das diferentes partes da planta crescidas em solos sem adigdo de 15N. Os valores,
obtidos através da média ponderada de cinco repeticdes, foram: 0,387 dtomos % de 15N em
excesso na palha, 0,371 dtomos % de 15N em excesso nos grios e 0,379 dtomos % de 1SN
em excesso Nas raizes.

As porcentagens de dtomos de 15N em excesso acumuladas pela planta inteira
foram obtidas através dos valores ponderados entre as porcentagens de dtomos de 15N em
excesso encontradas para cada uma das partes da planta.

b) Quantidade de nitrogénio derivado do fertilizante

As quantidades de nitrogénio nas diversas partes da planta de arroz foram
calculadas utilizando-se a equagédo 3 :
%Ndff x QNTP

QNdff = - (3)

tendo sido ja apresentados %Ndff e QNTP nas equagdes 1 e 2.
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c¢) Porcentagem de recuperagio pela planta do fertilizante aplicado

Para cada uma das diversas partes da planta em estudo a recuperagdo do
fertilizante aplicado (R) foi determinada através da equagdo 4 :

%Ndff x QNTP
R = (4)
QNA

onde,
%Ndff e QNTP estao apresentadas nas equagoes 1e 2
QNA = quantidade de nitrogénio aplicada (160 mg N.vaso-1)

d) Nitrogénio na planta derivado da fixagdo de N2

Assumindo que as hipdteses para que uma planta possa ser utilizada como
controle ndo fixador sdo verdadeiras para o presente experimento, foi calculado o nitrogénio
na planta derivado da fixacdo biolégica de N, através da equacdo 5 € 6:

(dtomos % 15N em excesso na planta fixadora)
%Ndfa = [ 1 - ] x 100 ®)
(dtomos % 15N em excesso na planta controle)

onde,

%Ndfa = porcentagem de nitrogé€nio na planta derivado da fixacao biolégica de N,

(dtomos % 15N em excesso na planta fixadora)
QNdfa = [ 1 - ] x N-total (6)
(atomos % 15N em excesso na planta controle) -

onde,

QNdfa = quantidade de nitrogénio na planta derivado da fixagdo biolégica de N,
(mg N.vasol)

. A planta controle nao fixadora de N, foi estabelecida apés a analise de dtomos % de
15N em excesso e N-total de todos os cultivares, sendo selecionado o CNA-3314, o qual
apresentou as menores quantidades de N-total e os maiores teores de dtomos % de 15N em
excesso, mostrando-se com baixo potencial de fixaciao de N,.
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Nitrogénio no solo: A anilise do teor de N-total foi iniciada seguindo a metodologia
descrita por FREITAS (1984), a qual inclui NH,*, NO;~ e NO,~. Posteriormente, as
amostras foram destiladas de acordo com o método semi-micro-Kjeldahl descrito por
BREMNER (1965). Apés esse procedimento, o destilado foi acidulado com trés gotas de HCI
1N e concentrado em estufa ventilada a 60°C para posterior anélise de 15N.

A quantidade de N-total no solo foi calculada pela seguinte equagao 7 :

TNTS x Massa do solo
QNTS = 7
100

onde,
TNTS = teor de nitrogénio total no solo (%)
Massa do solo = massa do solo contida nos vasos (no presente caso 12 kg)

Nitrogénio no solo derivado do fertilizante: As amostras de solo, aps passarem
pelo processo descrito no item anterior, foram submetidas a andlise da concentragao isotdpica
de 15N, seguindo o método de Rittemberg, de acordo com BREMNER & EDWARDS (1965)

e adaptado por TRIVELIN et alii (1973), sendo posteriormente analisadas por espectrdmetria
de massa.

a) Porcentagem de nitrogénio no solo derivado do fertilizante

A porcentagem de nitrogénio no solo derivado do fertilizante foi calculada
através da equagao:

(dtomos % 15Nsolo — % A.N.)
BNSAEf = x 100 (8)
(4tomos % 15Nfertilizante — % A.N.)

onde,

Atomos % 15Nsolo = porcentagem de dtomos de 15N presente no solo

Os demais elementos da expressdo foram descritos anteriormente. O valor da
abundincia natural do solo, determinada nos solos onde ndo se aplicou 15N, correspondendo
a média ponderada de cinco repeti¢des, foi 0,379.
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b) Quantidade de nitrogénio no solo derivado do fertilizante

A quantidade de N no solo derivada do fertilizante, expressa em mg.vaso™!, por
sua vez, foi calculada pela equagdo 9 :

%NSdJff x QNTS
QNSdff = )
100

Os elementos da equagao foram apresentados nas expressdes 7 € 8.
¢) Porcentagem de recuperagio do fertilizante aplicado no solo

A recuperagao do fertilizante aplicado (R) no solo foi calculada através da
equagdo 10:

%NSdff x QNTS
R = (10)
QNA

3.2. Estudo II. Estimativa do balangco de N para cultivares de arroz
inundado e contribuigao da FBN.

O balango do nitrogénio no sistema solo-arroz, o qual refere-se a contabilizagao
das entradas e saidas do nutriente, no volume de solo e no periodo de tempo considerado, foi
realizado, embora as entradas de N através da dgua de irrigagdo e/ou sementes e/ou absorgao
de amonia atmosférica e as perdas por denitrificagdo e/ou volatilizagdo ndo tenham sido
contabilizadas. Apesar da possibilidade da dgua de irrigagdo e/ou sementes terem contribuido
com algum N, as perdas por denitrificacio e volatilizacdo certamente também ocorreram, como
¢ evidententemente observado nos vasos sem plantas. A entrada de N proveniente de
precipitagdes pluviométricas e as perdas por lixiviagao e/ou escoamento superficial ndo foram
consideradas devido as condigdes experimentais, ou seja, casa-de vegetagao mével e vasos
fechados, respectivamente. O fertilizante aplicado embora numa pequena quantidade (160 mg
N.vaso-1), ndo estd incluido diretamente, mas no N inicial do solo, o qual foi analisado apds
a adicao do N-fertilizante.
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Assim, foram realizados o balango de massa do N e o balango de massa
isotépico (19N), onde as expressdes para cada caso foram dadas por:

a) Balanco de N

Balanco = N final do solo + N na planta — N inicial do solo (11)
b) Balanco do fertilizante aplicado

Balango = N fert. final no solo + N fert. na planta — Nfert. inicial no solo (12)

As perdas de N em ambos os balangos (N e 15N-fertilizante) foram
determinadas por diferenca, ou seja :

Perdas = N inicial no solo - N final no solo (13)

3.3. Estudo III. Avaliagdo do potencial da FNB em cultivares de arroz
inundado através da técnica de Redugio de Acetileno

3.3.1. Localizagdo do experimento

O experimento foi realizado no mesmo local e época do experimento citado no
item 3.1.1.(Foto 2).

3.3.2. Solo

O solo aqui utilizado foi o mesmo citado no item 3.1.2. referente ao primeiro
experimento. Ele foi acondicionado em vasos plasticos de 5 litros com 20 cm de didmetro
contendo 4,5 kg de solo (Foto 2).
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3.3.3. Adigio do fertilizante

O fertilizante aplicado foi igualmente calculado para a quantidade de solo
empregada de acordo com a recomendagdo de ALLEN et alii (1976) ja descrita no item 3.1.3.
do primeiro experimento. O procedimento para a realizagdo da adubagdo também foi 0 mesmo
doitem 3.1.3. A adubacdo nitrogenada ndo foi aplicada.

3.3.4. Tratamentos

Os tratamentos aqui empregados corresponderam aos 15 diferentes cultivares ja
mencionados no item 3.1.5. do primeiro experimento.

3.3.5. Transplante das plintulas

A metodologia para germinagdo das sementes foi a mesma adotada no item
3.1.6. do primeiro experimento. Foram transplantadas duas plantulas por vaso, as quais
estavam com 18 dias de idade.

3.3.6. Alagamento

O solo foi encharcado , com dgua de torneira, logo apds a sua adubagdo,
recebendo o transplante das mudas no dia seguinte, €, entdo, foi inundado deixando-se uma

lamina de agua de aproximadamente 5 cm de profundidade, permanecendo assim até a coleta
das plantas.

3.3.7. Controle fitossanitdrio

O procedimento aqui adotado foi o mesmo do item 3.1.8. referente ao primeiro
experimento.
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3.3.8. Delineamento experimental

O experimento consistiu de 75 vasos dispostos completamente ao acaso,
compreendendo 15 tratamentos com 5 repetigdes. A andlise de varidncia foi realizada
seguindo o modelo inteiramente ao acaso, utilizando-se o teste Duncan para comparagio entre
médias.

3.3.9. Amostragem das plantas

Cada cultivar de arroz foi colhido na sua época de emergéncia da panicula, uma
vez que, estudos ja realizados (LADHA et alii, 1986), demonstraram a incidéncia de méxima
atividade da enzima nitrogenase nesse estigio de desenvolvimento. A parte aérea foi separada
das raizes, sendo esta ultima acondicionada em frascos de vidro de trés litros € o resto do
material levado para secar em estufa ventilada a 60 °C.

3.3.10. Parimetros avaliados

Atividade da redugiao de acetileno (ARA): O método da redugdo de acetileno
(HARDY et alii, 1968) que determina a atividade da enzima nitrogenase, foi empregado
utilizando-se os frascos de vidro contendo as raizes, os quais foram recobertos com um saco
de papel escuro para evitar a entrada de luz e vedados com uma tampa propria (Foto 4). Em
seguida, injetou-se 10% do volume do frasco de gds acetileno (300 ml de acetileno.frasco?) e
0,01% de gds propano (0,3 ml de propano.frasco-!). O gis propano serviu para verificar se
houve vazamento de gis dos frascos. Amostras de gis de 0,5 ml foram retiradas dos frascos,
usando-se seringas de 10 ml, e injetadas em cromatdgrafo de gés.

Inicialmente as amostragens foram feitas no periodo de 2, 4, 6, 8, 24 horas
apOs a incubagdo das raizes. Entretanto,constatou-se que o periodo onde havia maiores
diferencas na atividade da enzima nitrogenase entre os cultivares estava localizado entre 8 e 24
horas, e entdo, para os cultivares coletados posteriormente, féz-se amostragens de duas em
duas horas até completar 24 horas. Apdseste periodo de incubagio as raizes foram retiradas

dos frascos de vidro, lavadas em dgua de torneira e colocadas para secar em estufa ventilada a
60°C.
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Foto 4. Aspecto dos frascos de vidro de 3 litros usados

incubagado das raizes de arroz para o teste de ARA.

na
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Matéria seca: A produgdo de matéria seca foi obtida seguindo o mesmo procedimento
descrito no item 3.1.12. do primeiro experimento.

Nitrogé€nio na planta: A anélise do N-total da parte aérea e raiz foi realizada da mesma
forma citada no item 3.1.12. do primeiro experimento.

3.4. Estudo IV. Isolamento de algumas bactérias heterotr6ficas fixadoras
de N, em cultivares de arroz inundado.

O isolamento de bactérias heterotrdficas foi realizado utilizando-se as raizes do
ensaio descrito no item 3.3. (Método da redugio de acetileno).

Coleta do material: Ap6s a retirada das raizes dos frascos de vidro, coletou-se 10 g de
solo, de cada repetigdo, que estavam aderidos as raizes, completando 50 g para cada cultivar
(5 repeticoes). Em seguida, procedeu-se a lavagem das raizes com é4gua de torneira,
determinou-se o peso do material verde e coletou-se 10 g do material de cada repeticdo
completando 50 g de raizes por cultivar.

Preparo do material: Para o isolamento das bactérias da rizosfera, preparou-se uma
solugio contendo as 50 g de solo mais 450 ml de solugio tampao fosfato esterilizado (500 ml
de KH,PO,4 0,05 M + 500 ml de K,HPO, 0,05 M esterilizado em autoclave por 20 minutos).
A solugdo para bactérias do rizoplano foi preparada colocando-se as 50 g de raizes de cada
cultivar em um erlenmeyer esterilizado contendo 150 ml de tampao fosfato + 20 bolinhas de
vidro. Agitou-se manualmente o recipiente durante 5 minutos, retirando em seguida a
solucdo, colocando-a em um erlenmeyer esterilizado. Repetiu-se essa operacdo mais duas
vezes, completando um volume final de 450 ml. O preparo da solugdo para isolamento das
bactérias da hitosfera foi realizado utilizando-se as 50 g de raizes empregadas no isolamento
das bactérias do rizoplano. Este material juntamente com 450 ml de solugdo tampao fosfato
esterilizado foi macerado e transferido bara um erlenmeyer também esterilizado.

Isolamento: Para isolamento das bactérias heterotréficas féz-se as diluigdes de 10 até 108
das trés solugdes preparadas colocando-se 1 ml de cada diluicdo em placas de Petri contendo o
meio de cultura "tryptic soy agar" (TSA - 1 g de tryptic soy broth + 15 g de noble agar)
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conforme recomendado por WATANABE & BARRAQUIO (1979). As placas foram feitas
em triplicatas para cada diluicdo. As placas de Petri foram entdo incubadas em estufa a 28°C e
apds 7 dias f€z-se a contagem do nimero de col6nias de bactérias.

Foram preparados também os meios de cultura semi-sélidos "Glucose Yeast
Extract" (GYE) para isolamentos de bactérias do género Enterobacteriaceace Pseudomonas €
LG malato para Azospirillum (Tabela 6).

Tabela 6. Meios de cultura semi-sélidos "Glucose Yeast Extract” (GYE) e LG
malato usados para isolar bactérias.

GYE LG malato

Reagentes —— ———————
g.1-1
K;HPO, 0,5 0,1
KH,PO, - 0,4
MgS0O,.7H,0 0,2 0,2
CaCl,.2H,0 0,2 0,02
NaCl - 0,1
FeSO,.7H,0 0,04 0,004
Yeast extract 0,1 -
Glucose 5,0 -
MnSO, - 0,01
Acido malico sélido - 5,0
KOH (sélido) - 4,0
Agar 1,75 1,75
ml.I-!
H;BO; 0,15 -
MnCl,.4H,0 0,004 -
CuS0,.7H,0 0,005 -
CoS0,.7H,0 0,07 -
ZnS0O,.7H,0 0,11 -
Na,Mo00,.2H,0 5,9 -

Azul de bromotimol - 2,5
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Foram colocados 5 ml por tubo de ensaio destes meios de cultura, fazendo-se
em seguida a esterilizagdo dos mesmos em autoclave. Diluigdes de 10-3 a 108 em triplicatas
foram realizadas, utilizando-se as trés solugdes preparadas. Os tubos de ensaio também
foram incubados em estufa a 28°C.

Atividade da reducgio de acetileno: A atividade da enzima nitrogenase foi determinada
através do método de reducgdo de acetileno descrito por HARDY et alii (1968) em todos os
tubos. Para essa determinagdo, retirou-se as tampas de algodao dos tubos de ensaio colocando
tampas de borracha apropriadas. Esse procedimento foi realizado em cidmara de repicagem de
bactéria para evitar contaminacdes. Em seguida injetou-se 10% do volume do tubo de gis
acetileno (0,2 ml de acetileno.tubo-!). Apés 24 horas retirou-se amostras de 0,5 ml de gis de

cada tubo, usando-se seringas de 10 ml, e injetou-se no cromatdgrafo de gas.

Nimero mais provivel (NMP): A contagem através dessa técnica foi calculada
utilizando-se a tabela de Mc Crady (POSTGATE, 1969). Os nimeros de diazotréficos foram
estimados através das dilui¢des mais altas que apresentaram resultados positivos nos testes de
reducédo de acetileno. Os tubos foram considerados positivos quando a atividade da
nitrogenase foi maior que 6 nmoles C,H, por tubo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo 1. Avaliagao do potencial da FBN em cultivares de arroz
inundado pelo método da diluigdo isotépica de 15N

4.1.1. Produgao de matéria seca

Os resultados de producgio de matéria seca obtidos para as diferentes partes da
planta e planta inteira de quinze cultivares de arroz inundado durante dois cultivos sucessivos,
encontram-se na Tabela 7, elaborada a partir dos dados que constam dos Apéndices 1 e 2. De
modo geral, verifica-se que houve diferengas na produgdo de matéria seca entre os cultivares
no primeiro ano de cultivo, tanto para palha como para graos e planta inteira, sendo que os
dados de raizes nio foram coletados, uma, vez que seria impossivel retird-las sem causar
perdas do solo marcado com 13N, o que afetaria o plantio subsequente. Vale ressaltar que,
embora tenha sido realizada adubagdo P, K e micronutrientes no solo, a dose de N-mineral
aplicada foi relativamente baixa (30 kg N.ha-1), uma vez que foi utilizada apenas para marcar
o solo com 15N. A baixa adubagio nitrogenada, entretanto, parece ndo ter afetado a
produtividade nesse primeiro ano, uma vez que ela foi relativamente alta para todos os
cultivares, apresentando diferencgas estatisticas entre eles. As melhores producdes de graos
foram apresentadas igualmente pelo cultivares BR-IRGA-409, IAC-1278 e CNA-4566 (26,3
g.pl1) e as mais baixas foram observadas para os IR-42, CNA-4501, CNA-3314, IAC-4440
e CNA-0721 (17, 19, 20, 20 e 21 g.pl-}, respectivamente).

No segundo ano de cultivo, observa-se que ndo houve praticamente diferengas
estatisticas na produgdo de matéria seca a ndo ser para raizes. No entanto, foram obtidas
diferencas na produgdo de matéria seca total de até 33% entre um cultivar e outro (CNA-3314
e BR-IRGA-409, por exemplo). Verifica-se também que a produtividade caiu em média 25%
para todos os cultivares, sendo que o0 CNA-3314 mostrou a maior queda (36,7%) e o
IAC-81-318 a menor (11,8%). Apesar dessa diminuicdo de producdo de graos, obteve-se
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uma média geral de 17,2 g.pl-1, o que corresponde a 4,3 t.ha-1 (considerando 25 planta.m-2)
estando ainda acima da média da produtividade brasileira (3,6 t.ha-1) ( MENEZES, 1987). As
maiores produtividades no segundo ano de cultivo, quando o solo estava praticamente
deficente em N, foram obtidas pelos cultivares IAC-81-318 (20,8 g.pl'l) e BR-IRGA-409
(20,4 g.pll) e as menores foram encontradas nos cultivares CNA-3314 (12,8 g.pl-!) e IR-42
(13,4 g.pl-1).

" As diferencas estatisticas na produgdo de matéria seca no primeiro ano de
cultivo podem estar relacionadas com as caracteristicas agrondmicas de cada cultivar, uma vez
que as praticas culturais e as condicbes ambientais foram idé€nticas para todos eles. O segundo
plantio, entretanto, foi realizado visando avaliar o balango de N no sistema durante dois
anos, portanto, foram considerados somente os efeitos residuais dos fertilizantes, o que
provavelmente ndo promoveu as melhores respostas.

O nimero de perfilhos e paniculas (Tabela 8) apresentou diferengas estatisticas
entre os cultivares tanto no primeiro como segundo ano de cultivo. Observa-se que, para
alguns cultivares, ocorreu aumento no nimero de perfilhos e consequentemente no de panicula
durante o segundo ano de cultivo quando comparado com o primeiro ano (IAC-81-318,
CNA-0721, CNA-3852,, CNA-4215, BR-IRGA-409, BR-IRGA-410 e IR-58). J4 o nimero
de paniculas foi praticamente superior em todos os cultivares no segundo ano, com excegao do
CNA-4566 e HUA-CHOU. Apesar disso, verifica-se que a produgio de graos foi nfenor
nesse ano, indicando que houve esterilidade das espiguetas.

A relagdo entre o peso do grdo e o peso da matéria seca total (indice de colheita)
no presente experimento variou de 0,405 a 0,573 no primeiro ano e de 0,381 a 0,519 no
segundo ano. Os cultivares que apresentaram os maiores indices nos dois cultivos foram os
CNA-4215, CNA-4566, BR-IRGA-409, BR-IRGA-410 e IR-58, enquanto que os menores
foram observados nos IAC-4440, CNA-4502, IR-42 e HUA-CHOU (Tabela 9).

Os resultados dos paridmetros de producdo discutidos acima devem ser
considerados quando se seleciona cultivares para a FBN, pois o cultivar pode mostrar alta taxa
de fixacdo de N,, mas baixa produgio de graos (VINCENT, 1984). LADHA et alii (1986)
sugerem que a capacidade para estimar a fixagdo biolégica de N, de cultivares de arroz pode
estar estreitamente associada com a alta produgdo de biomassa (consequéncia da atividade
fotossintética) em solos ndo adubados e/ou deficientes em nitrogénio. Diante disso, discute
possiveis critérios para selecionar grande nimero de cultivares de arroz capazes de estimular a
FBN no campos, os quais incluem: medidas da ARA, peso da matéria seca da raiz e parte
aéreana época da emergéncia da panicula, juntamente com as determinacdes de producdo de
biomassa (graos + palha) e indice de colheita na maturagdo. LADHA (1986) também relata
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Tabela 8. Nimero de perfilhos e paniculas de 15 cultivares de arroz
inundado durante dois cultivos sucessivos desenvolvidos em
vasos de 10 litros (12 kg solo.vaso-1) contendo trés plantas.
Médias de cinco repetigoes.

1% ano 22 ano

CULTIVARES Perfilhos Paniculas Perfilhos Paniculas
niémero.vaso-1 -

IAC-1278 34,2 def 31,0 cde 32,8b 31,4b
IAC-81-318 26,0 g 232g 31,6 b 31,2b
IAC-4440 39,8 bc 31,8 cde 37,8 ab 36,8 ab
CNA-0721 33,2 ef 29,4def 34,2 b 32,8 ab
CNA-3852 38,2 bede 36,2 bc 41,6 ab 41,2 ab
CNA-3879 36,0 cde 29,6 def 31,8b 31,2b
CNA-4215 37,2 cde 34,0 cd 40,2 ab 37,8 ab
CNA-4501 34,0 def 28,0 efg 30,6 b 30,0b
CNA-4566 34,6 cdef 31,8 cde 32,6 b 3,6 b
BR-IRGA-409 30,2 fg 28,4 ef 33,4b 33,0 ab
BR-IRGA-410 26,2 g 25,2 fg 290 b 27,4 b
IR-42 39,4 bcd 34,6 cd 38,2 ab 37,2 ab
IR-58 46,8 a 41,2 a 49,8 a 47,4 a
HUA-CHOU 43,0 ab 39,8 ab 37,8 ab 36,2 ab
CONTROLE 33,2 ef 28,2 efg 29,4 b 28,8 b
(CNA-3314)

C.V. (%) 10,9 11,7 29,3 29,4

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significincia pelo teste Duncan.
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Tabela 9. Indice de Colheita de 15 cultivares de arroz inundado durante dois
cultivos sucessivos desenvolvidos em vasos de 10 litros (12 kg
solo.vaso-1) contendo trés plantas. Médias de cinco repeticoes.

Indice de Colhe;;al

CULTIVARES - --
12 ano 22 ano?
IAC-1278 0,517 be 0,504 a
IAC-81-318 0,501 bed 0,476 ab
IAC-4440 0,421 ¢ 0,381 ¢
CNA-0721 0,455 de 0,473 ab
CNA-3852 0,506 bc 0,470 ab
CNA-3879 0,432 ¢ 0,507 a
CNA-4215 0,573 a 0,472 ab
CNA-4501 0,415 ¢ 0,383 ¢
CNA-4566 0,550 ab 0,519 a
BR-IRGA-409 0,541 ab 0,466 ab
BR-IRGA-410 0,552 ab 0,486 a
IR-42 0,405 e 0,381 ¢
IR-58 ° 0,571 a 0,518 a
HUA-CHOU 0,425 ¢ 0,418 bc
CNA-3314 0,490 cd 0,487 a
C.V. (%) 7,3 9,6

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Duncan.
peso do grao

(1) Indice de Colheita =
peso da matéria seca total

(2) ndo foi incluido o peso da matéria seca da raiz.
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que as diferengas dos cultivares para suportar a FBN podem estar relacionadas com a

especificidade da associagdo bactéria-planta, diferengas na exudagdo de compostos pelas
raizes e eficiéncia na difusio de gases.

4.1.2. Nitrogénio na plaﬂta

Quantidade de nitrogé€nio total na planta: As quantidades de nitrogénio total
absorvidas pelas diferentes partes da planta e planta inteira dos quinze cultivares de arroz
inundado em dois anos de cultivo estdo indicadas na Tabela 10, calculada pelos dados
apresentados no Apéndice. Os resultados obtidos permitiram observar que houve diferengas
estatisticas entre todos os pardmetros analisados, quanto ao acimulo de nitrogé€nio entre os
cultivares, sendo essa diferenca mais acentuada no primeiro plantio. Verifica-se que o cultivar
BR-IRGA-409 foi o que mostrou a maior quantidade de N na planta inteira, tanto no primeiro
como no segundo ano (1,372 e 1,184 g.vaso-1, respectivamente). No primeiro plantio esse
cultivar apresentou diferenca estatistica no acimulo de N em relagao aos cultivares IAC-4440,
CNA-0721, IR-42 e CNA-3314, enquanto que no segundo plantio essa diferenca foi
observada somente em relagdo ao cultivar CNA-3314. O BR-IRGA-409 foi considerado por
FAGERIA & BARBOSA (1982) como eficiente e responsivo a aplicagdo de N-mineral,
enquanto que o CNA-3314 foi classificado como néo eficiente mas responsivo a aplicagdo de
N-mineral.

Deve-se ressaltar, que a escolha dos quinze cultivares selecionados para esse
estudo foi baseada principalmente na capacidade de cada um de absorver N (FAGERIA &
BARBOSA, 1982), estudo de FBN onde o cultivar foi utilizado (LADHA et alii, 1986;
LADHA et alii, 1987) e cultivares que sdo atualmente plantados em areas de cultivo de arroz
no Brasil (CNPAF, TAC). Acredita-se que um cultivar eficiente e responsivo a aplicagio de
N-mineral, além de aproveitar eficientemente o N aplicado, vai utilizar melhor o N amoniacal
proveniente da FBN, disponivel na sua rizosfera.

Segundo PEDROSO (1982), a porcentagem de N, em termos médios em arroz
inundado, € de 1,27 e 0,31 para grios e palha, respectivamente. No presente experimento a
média da porcentagem de N encontrada nos graos de todos os cultivares ficou abaixo desse
valor no primeiro e segundo ano, os quais foram 1,14 e 0,84%, respectivamente, enquanto
que os teores de N na palha no primeiro e segundo plantio ficaram acima desses valores e
foram iguais a 0,64 e 0,59%, respectivamente (ver apéndice).
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Porcentagem de dtomos de 15N em excesso: As porcentagens de 4tomos de 15N em
excesso na planta derivadas do fertilizante para as suas diversas partes € para a planta inteira
dos cultivares considerados nos dois plantios, encontram-se na Tabela 11, obtida dos
resultados que constam nos Apéndices 3 e 4. Observa-se que o enriquecimento com 15N, para
todos os cultivares, foi maior nos graos que na palha nos dois cultivos. Como a palha é
produzida primeiro e os graos mais tarde, era esperado que esta tivesse um enriquecimento
maior que os graos, uma vez que parte do N absorvido € incorporado as células constitutivas
das folhas + caules (palha) e outra € armazenada temporariamente para uso gradual, sendo
translocada a2 medida que outros orgdos vdo sendo formados. WATANABE & VENTURA
(1982) também obtiveram maior enriquecimento dos graos em vasos abertos com o método da
diluigdo isotdpica e menor enriquecimento quando utilizaram !5N,. Entretanto, quando
compararam os seus resultados com os obtidos por ESKEW et alii (1981), os quais
trabalharam com vasos fechados, constataram que eles foram opostos. Esses autores
sugeriram, entdo, que o N fixado pelas cianobactérias e/ou bactérias fotodependentes
associadas com a parte submersa do arroz, estava menos disponivel para os gracs do que o N,
fixado pelas bactérias heterotréficas, uma vez que nos seus resultados foram contabilizados o
N proveniente da fixacdo fotodependente, enquanto que no de ESKEW et alii (1981) apenas
o N fixado pelas bactérias heterotréficas foi considerado. Embora esse fato possa também ter
ocorrido no presente ensaio, o qual foi desenvolvido em vaso aberto, ndo se pode descartar a
hipétese de as plantas estarem ainda absorvendo 15N na maturagdo e translocando-o
diretamente para os grdos, uma vez que o N € importante também nessa fase de
desenvolvimento para manter as folhas verdes para o processo de fotossintese e,
consequentemente, aumentar a porcentagem de graos cheios (FAGERIA, 1984).

Os resultados obtidos nesse pardmetro contribuiu para selecionar um cultivar
como controle nao fixador de Ny, o qual foi usado na estimativa do N, fixado pelos diferentes
cultivares. O cultivar selecionado foi o CNA-3314 uma vez que apresentou 0Os maiores
valores na planta inteira para 4tomos % de 15N em excesso nos dois plantios (0,931 primeiro
plantio e 0,384 no segundo plantio), embora esses resultados ndo tenham sido diferentes
significativamente dos obtidos pelos outros cultivares. Um outro fator importante para a

escolha desse cultivar foi a sua menor concentragdo de N-total na planta inteira conforme pode
ser observado na Tabela 10.

Porcentagem de nitrogé€nio na planta proveniente do fertilizante: A porcentagem
de nitrogénio na planta proveniente do fertilizante (%Ndff) para as diversas partes da planta e
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planta inteira dos cultivares de arroz estudados durante os dois anos de cultivo acham-se na
Tabela 12, obtida dos resultados que constam dos Apéndices 3 e 4. Os dados foram
calculados pela equagdo 2 (pagina 36). Verifica-se que a porcentagem de N-fertilizante na
planta inteira, tanto no primeiro como segundo ano de plantio, ndo apresentou diferencas
estatisticas entre os cultivares, variando igualmente com o teor de dtomos % de 15N em
excesso (Tabela 11). No primeiro ano a média do N na planta derivado do fertilizante dos
quinze cultivares ficou em torno de 4,0%, enquanto que no segundo essa variagao ficou ao
redor de 1,5%. A diminuigdo no segundo ano era esperada, pois nio foi realizada nova
adubagdo para o segundo plantio.

O melhor aproveitamento do N-fertilizante foi obtido pelo cultivar CNA-3314, 0
qual apresentou 4,4 ¢ 1,8% de N na planta proveniente do adubo marcado no primeiro e
segundo ano, respectivamente. Os cultivares JAC-1278, BR-IRGA-409, BR-IRGA-410 e
HUA-CHOU apresentaram as menores porcentagens de N-fertilizante na planta inteira no
primeiro ano de cultivo, embora esses valores nao tenham sido diferentes estatisticamente dos
obtidos pelos outros cultivares. Ja no segundo ano a menor porcentagem de N-fertilizante foi
apresentada pelo HUA-CHOU, embora também néo tenha sido significativamente diferente
dos demais.

Quantidade de nitrogé€nio na planta proveniente do fertilizante: Os resultados da
quantidade de N na planta proveniente do fertilizante (QNdff), nas diversas partes e planta
inteira de quinze cultivares de arroz inundado, estdo apresentados na Tabela 13. Esses
resultados foram calculados pela equagdo 3 (pagina 36).

Analisando os resultados obtidos nas diferentes partes da planta e na planta
inteira no estdgio de maturagdo de quinze cultivares de arroz, verifica-se que esses valores
apresentaram diferencas significativas entre si no primeiro ano de cultivo. Embora o
BR-IRGA-409 tenha acumulado a maior quantidade de N-fertilizante na planta inteira, a qual
foi igual a 54,09 mg.vaso-l, ele diferiu estatisticamente apenas do HUA-CHOU, o qual
mostrou o menor valor que foi de 45,86 mg.vaso-l. Jd no segundo ano, apesar do
BR-IRGA-409 ter novamente apresentado o maior acimulo, as quantidades de N na planta
inteira provenientes do fertilizante ndo foram estatisticamente diferentes para todos os
cultivares. As maiores quantidades do fertilizante marcado no estigio de maturagio dos
cultivares foram encontradas de forma decrescente nos graos, palha e raiz.
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Recuperacio pela planta do N-fertilizante aplicado: Os dados que expressam a
porcentagem de recuperacdo do N aplicado nas diferentes partes da planta e planta inteira para
os quinze cultivares de arroz inundado encontram-se na Tabela 14. Os valores informados
foram calculados através da equacgdo 4 (pagina 37).

Embora a quantidade do N-fertilizante aplicado tenha sido pequena,
aproximadamente 30 kg N.ha-! (160 mg N em 12 kg de solo), observa-se que houve
diferengas estatisticas entre os cultivares para recuperagdo do N-fertilizante nos graos na
época da maturagio no primeiro ano de cultivo. As diferengas observadas na planta inteira,
embora ndo significativas, foram, provavelmente, devido as caracteristicas de cada cultivar
quanto a efici€ncia na absor¢ao de N, o que ji foi constatado por vérios autores (FAGERIA
& BARBOSA, 1982; LADHA et alii, 1986). Os resultados obtidos no segundo plantio nao
apresentaram diferencas estatisticas para esse parametro, entre os cultivares estudados, tanto
na planta inteira como na palha, graos e raizes. Observa-se, também, que a porcentagem de
recuperacao foi menor no segundo plantio (média de 9,7%) que no primeiro (média de
31,6%). Entretanto, isso era esperado, pois ndo foi feita nova adubagdo no solo que recebeu o
segundo plantio.

A baixa recuperacdo pelo arroz do N-fertilizante aplicado em solos inundados
tem sido relatada por diversos autores (IAEA, 1978; KAI & WADA, 1979; JANSSON &
PERSSON, 1982; WESCOTT & MIKKELSON, 1985; BOULDIN, 1986, COLACO, 1988,
MEYER et alii, 1989). Estudos realizados pela IAEA (1978) com arroz em solos inundados,
resultaram em observacgoes onde se constatou que a utilizacdo do N-fertilizante pela planta foi
dependente da época de aplicagdo. O N aplicado por ocasido do transplante do arroz foi
absorvido com uma eficiéncia de 12%, comparada a uma efici€ncia de 34% para aplicagdo no
inicio do primérdio da panicula (emborrachamento). A explicagdo para a recuperagao,
normalmente maior quando o N foi aplicado nos estigios mais tardios, foi que a denitrificagdo
e a imobilizagdo desse N nos estagios iniciais sdo maiores quando comparadas aos estagios
mais tardios de desenvolvimento do arroz. Outra explicagio dada foi também que o sistema
radicular € bem mais desenvolvido nos estdgios tardios e absorve N mais rapidamente, sendo
que uma parte considerdvel de N absorvido nos estigios iniciais, € perdida, devido a queda
das folhas.

O arroz inundado depende mais da fertilidade do solo do que da aplicagdo de
fertilizante (YOSHIDA, 1981), portanto, a mineralizagdo do N do solo € importante no
suprimento desse elemento para o crescimento da cultura, mas simultaneamente com a
mineralizagdo, os processo microbianos imobilizam o N. Em condigées de solos inundados as
taxas de mineralizagdo e imobilizagdo sdo importantes para calcular a recuperagdo do
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N-fertilizante aplicado através da técnica de 15N. Os trabalhos mais recentes
(BOULDIN,1986; MEYER et alii, 1989) relatam que a baixa eficiéncia de utilizacdo pela
planta do 15N aplicado é devido a reciclagem mineralizagdo - imobilizagdo "MIT -
mineralization-imobilization turnover" do N. Quando o MIT € ignorado um aparente efeito
"priming" é também observado (JANSSON & PERSSON, 1982). WESCOTT &
MIKKELSON (1985) e MAYER et alii (1989) concluiram que o efeito "priming” em solos
inundado cultivados com arroz € devido i falta de consideragdo do MIT e esses dados tendem
a confirmar a especulagdo de que a baixa recuperagio pelo arroz do !SN-fertilizante aplicado,
quando comparada com a recuperacéo calculada pelo N-total € devido ao MIT (BOULDIN,
1986; VLEK & BYRNES, 1986).

Essas observagdes, de modo geral, sdo semelhantes a tendéncias notadas no
presente experimento para os dados de recuperacdo do N-fertilizante, onde se constatou baixas
taxas de recuperagéo.

Vale também ressaltar que no presente experimento a imobilizagdo do
N-fertilizante aplicado foi estimulada através da aplicagdo de sacarose no solo, uma vez que
havia a necessidade de alcancar uma liberagdo lenta desse N-fertilizante para que as plantas
tivessem uma marcacdo mais homogénea e também para diminuir as perdas.

Estimativa do nitrogénio na planta proveniente da fixagdo biolégica de N,: As
estimativas da quantidade e porcentagem de nitrog€nio proveniente da FBN (QNdfa e %Ndfa,
respectivamente) em quinze cultivares de arroz inundado, durante dois anos de cultivo estdo
apresentadas na Tabela 15 e foram calculadas utilizando-se as equagdes 5 e 6 (pagina 37).

O maior problema encontrado para utilizar a equagdo 5 estd em selecionar uma
planta ndo fixadora como controle. No presente experimento foi postulado que o controle
seria 0 CNA-3314, pois esse cultivar acumulou as menores quantidades de N-total nos dois
periodos de cultivo e também os maiores teores de dtomos % de 15N em excesso. Entretanto,
acredita-se que as estimativas da FBN dos cultivares tenham sido subestimadas, uma vez que
alguma FBN deve ter ocorrido nos solos onde se desenvolveu o cultivar CNA-3314.
VENTURA & WATANABE (1983) relatam a dificuldade de se obter um controle nao fixador
eficiente para quantificar a FBN em arroz inundado. Esses autores ao utilizarem uma planta de
arroz sequeiro como controle observaram que o N na planta proveniente da fixagdo de N,
excede ou fica igual ao balango de N no sistema. Ndo hd dividas que o N na planta
proveniente da FBN deveria ser menor que o total de N ganho no sistema. Nesse aspecto o
arroz sequeiro € impréprio. Os autores relataram que o alto teor de N do arroz sequeiro foi
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Tabela 15. Estimativa da quantidade e porcentagem de nitrogénio proveniente
da fixacdo de N, em 14 cultivares de arroz inundado durante dois
cultivos sucessivos desenvolvidos em vasos de 10 litros (12 kg
solo.vaso-1) contendo trés plantas. Médias de cinco repetigdes.

Ndfa (mg N.vaso-1) %Ndfa
CULTIVARES - e T
1?2 ano 22 ano 12 ano 2% ano
IAC-1278 129,69 ab 107,77 b 10,17 ab 12,85 b
IAC-81-318 38,27 ab 117,57 b 3,12b 11,55 b
IAC-4440 193,48 a 100,84 b 16,60 a 11,67 b
CNA-0721 43,47 ab 125,01 b 3,89b 13,59 ab
CNA-3852 93,84 ab 149,70 ab 7,70 ab 14,92 ab
CNA-3879 84,73 ab 110,40 b 6,80 ab 13,30 ab
CNA-4215 18,31b 98,07 b 1,52b 10,41 b
CNA-4501 101,12 ab 82,15b 7,78 ab 9,56 b
CNA-4566 63,26 ab 108,48 b 4,94 ab 12,23 b
BR-IRGA-409 133,06 ab 168,22 ab 9,70 ab 14,21 ab
BR-IRGA-410 122,56 ab 140,40 ab 9,79 ab 15,25 ab
IR-42 56,91 ab 96,42 b 5,03 ab 11,25b
IR-58 52,33 ab 126,53 b 4,15b 13,43 b
HUA-CHOU 147,56 ab 213,17 a 12,31 ab 23,88 a
CNA-3314 0,00 0,00 0,00 0,00
C.V. (%) 119,5 46,0 118,3 49,3

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Duncan.
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devido a4 menor mineralizagdo do N nativo do solo. ASAMI (1971) demonstrou que a
mineralizagdo do N do solo foi mais intensa nos solos inundados que nos sequeiros.

O cultivar IAC-4440, no primeiro ano de cultivo, apresentou o maior acimulo
de N proveniente da FBN (193,48 mg N.vaso-1) diferente significativamente do cultivar
CNA-4215, o qual mostrou o menor acimulo (18,31 mg N.vaso-1). J4 no segundo ano,
quando o N provavelmente foi um fator limitante de crescimento, isso nao ocorreu, ficando o
cultivar HUA-CHOU com a maior quantidade de N proveniente da fixagdo de N, (213,17 mg
N.vaso-1) , o qual apresentou diferengas estatisticas com quase todos os outros cultivares,
com excecao do CNA-3852, BR-IRGA-409 e BR-IRGA-410.

A estimativa do nitrogénio na planta proveniente da fixagdo de N, no segundo
ano foi praticamente maior para todos os cultivares, com excegao do IAC-1278, IAC-4440 e
CNA-4501.

As variagOes dentro das repeti¢des no segundo ano, foram bastante reduzidas
em comparagdo com O primeiro ano, o que pode ser observado através do coeficiente de
variagdo, o qual foi igual a 46,0% no segundo plantio € 119,5% no primeiro plantio.

As porcentagens de nitrogé€nio na planta proveniente da FBN do primeiro e
segundo ano, em relagdo as porcentagens do N-fertilizante € N do solo podem ser observadas
nas Figuras 1 e 2. A maior contribui¢do foi dada pelo N do solo, o qual representou, em
média para os quinze cultivares, 89% do N na planta no primeiro ano e 86% no segundo ano.
Tais resultados sdo semelhantes as observagoes realizadas por BROADBENT (1979) e
PATNAIK & RAO (1979), os quais constataram que o solo contribui com 50 a 80% do N
(principalmente o da matéria organcia) absorvido pela cultura de arroz em alagamento, mesmo
quando ela recebe doses elevadas de N-fertilizante.

A porcentagem de N-fertilizante na planta ficou em média ao redor de 4% no
primeiro ano e 1,5% no segundo, enquanto que o N proveniente da FBN na planta foi
superior, sendo que, em média, os quatorze cultivares apresentaram 7,39% e 13,44% no
primeiro e segundo ano, respectivamente.

4.1.3. Nitrogénio no solo proveniente do fertilizante

Os resultados de dtomos % de 15N em excesso, porcentagem de N no solo
proveniente do fertilizante (%NSdff) e porcentagem de recuperacdo desse N-fertilizante, antes
do primeiro plantio e apds a colheita do segundo plantio estdo apresentados na Tabela 16,
obtida dos dados que constam do Apéndice 5. Os dados foram calculados através das
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equagdes 8 (%NSdff) e 10 (% recuperagio) (paginas 38 e 39). A porcentagem de dtomos de
15N em excesso no solo na primeira amostragem ndo mostrou diferenga significativa entre
todos os solos contidos nos diferentes vasos, € o desvio padrao foi baixo (0,010 - 0,041),
mostrando que a marcagio do solo foi relativamente homogénea. As diferengas estatisticas
obtidas no final do experimento sio justificaveis, uma vez que as perdas de N e a absorgido
pelos cultivares, podem ter variado péra cada vaso. A Figura 3 apresenta a variagdo de 4tomos
% de 15N em excesso no solo com planta e sem planta, durante o periodo de desenvolvimento
do experimento.

A porcentagem de N no solo proveniente do fertilizante logo apds sua aplicacdo
ficou ao redor de 0,815%, sendo que na ultima amostragem ficou em aproximadamente
0,465% nos vasos onde havia sido plantado arroz e 0,581% nos vasos sem planta, sendo esse
iltimo diferente estatisticamente dos demais, com excecdo do CNA-3852. A porcentagem no
solo de N proveniente do fertilizante apds os dois cultivos sucessivos mostrou metade dos
valores da primeira amostragem.

Da quantidade de N aplicada inicialmente no solo (160 mg N.vaso-), 87,3%
foram recuperados antes do primeiro plantio . Apds os dois cultivos foi possivel obter uma
recuperagio de aproximadamente 43,14% nos solos cultivados com arroz € 53,54% nos solos
sem planta.

4.2. Estudo II. Estimativa do balango de N para cultivares de arroz
inundado e contribuigao da FBN

O balango do nitrogénio total e o balango do 19N-fertilizante, no sistema
solo-arroz em estudo, para os quinze cultivares, encontram-se nas Tabelas 17 e 18,
respectivamente.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que as perdas de N-total no solo,
determinada pela diferencga entre os valores totais de entradas e saidas do N do solo, ndo foram
diferentes significativamente entre os solos que receberam cultivares € o solo sem planta.
Entretanto, quando os valores de N retirados pela cultura foram somados ao N-total do solo de
cada vaso da iltima amostragem (balanco de N), observou-se que ocorreram diferengas
estatisticas de acordo com os cultivares € o solo sem planta. As maiores perdas de N foram
observadas no solo sem planta, o que confirma os dados da literatura (MOORE, 1966;
BROADBENT & TUSNEEM, 1971; MAEDA & ONIKURA, 1976; APP et alii, 1980;
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COLACO, 1988). Esse fato ocorre porque as perdas por denitrificagdo e/ou volatilizagao sao
maiores nos solos ndo cultivados, pois em solos cultivados a planta assimila e
consequentemente imobiliza parte do N, diminuindo as perdas.

Os cultivares IAC-1278, IAC-81-318, BR-IRGA-409 e IR-42, mostraram valores
positivos no balango de N do sistema, mas diferiram estatisticamente apenas do tratamento
sem planta. Balango positivo de N em solos cultivados com arroz inundado tem sido citado
por varios autores ( FIRTH et alii, 1973; WALLCOTT et alii, 1977; APP et alii, 1980; APP et
alii, 1984), principalmente em experimentos de longa duragdo, onde ndo se aplicou adubagéo
nitrogenada e esse acréscimo de N no sistema tem sido considerado, por esses autores, como
provenientes da FBN.

No presente experimento constatou-se entrada de N no sistema com dois
cultivos de arroz apenas e parece que essa entrada foi influenciada pelo cultivar. Alguns
cultivares podem favorecer a FBN através de sua alta produgdo de raizes e capacidade de
suprir com alguns de seus fotossintatos a parte submersa da planta (LADHA et alii, 1987).

As perdas por denitrificagdo e/ou volatilizagdo ndo foram contabilizadas no
presente experimento € mesmo assim, para alguns cultivares o balango foi positivo, havendo
portanto uma boa evidéncia da entrada de N através da FBN.

No balango do N-fertilizante foram considerados a quantidade de N proveniente
do fertilizante na planta inteira nos dois anos de cultivo € a quantidade de N-fertilizante do solo
antes e depois dos dois plantios (Tabela 18). Aqui novamente se observa a efetividade da
planta em reduzir as perdas de N no sistema e o efeito de cultivar. As perdas do N-fertilizante
ndo foram diferentes estatisticamente para os solos cultivados e nao cultivados. Entretanto, no
balango de N, onde os ganhos de N pela cultura sdo contabilizados, observa-se que houve
diferenca significativa entre os solos cultivados e os sem planta, sendo que nos solos sem
planta as perdas chegaram a -48,17 mg N.vaso-1, enquanto que o cultivar CNA-3852, por
exemplo, apresentou —0,46 mg de N.vaso-! de perdas de N, o que significa que esse cultivar
diminuiu as perdas em 99%.

4.3. Estudo III. Avaliagao do potencial da FBN em cultivares de arroz
inundado através da técnica de redugio de acetileno

A produgdo de matéria seca e N-total da parte aérea, raiz e planta inteira na
época da emergéncia da panicula de 15 cultivares de arroz inundado esta apresentada na Tabela
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19. Todos os pardmetros avaliados apresentaram diferencas estatisticas entre os cultivares,
sendo que a maior produgdo da matéria seca total nessa estagio de crescimento foi obtida pelo
cultivar HUA-CHOU (28,88 g.pl-1) e a menor pelo BR-IRGA-409 (19,62 g.pl'l). Esse
tltimo cultivar também apresentou o menor acimulo de N-total (154,49 mg.pl-!) nesse estdgio
de crescimento e o maior acimulo foi obtido pelo CNA-4501.

A atividade da reducdo de acetileno apresentou uma fase "lag" até
aproximadamente 6 horas de incubagdo, seguido de um aumento praticamente linear até 24
horas de incubagio (Figura 4). YOSHIDA & ANCAJAS (1973) observaram uma relagdo
linear entre o tempo de incubagdo e ARA realizada em raizes destacadas durantes 24 horas de
incubagdo apds um periodo de 30 minutos de fase "lag". LEE et alii (1977a) medindo ARA
em condi¢des de campo observaram um aumento linear até 48 horas de incubacdo com uma
fase "lag" de 3 horas no estigio de maturagio. BARRAQUIO et alii (1986) constataram que
as taxas de ARA foram menores nas primeiras 4 horas na época da emergéncia da panicula.
Esses resultados concordam com os obtidos por LEE et alii (1977a) e WATANABE &
CABRERA (1979) que observaram fase "lag" no periodo de O - 3 horas nos testes em
condigbes de campo € de 2 - 3 horas nos testes realizados em solugdo nutritiva,
respectivamente. VAN BERKUM & SLOGER (1982) obtiveram taxas lineares de ARA apés
um perido de 1 - 4 horas quando eles usaram testes em raizes intactas, mas observaram uma
aceleragdo das taxas quando usaram raizes lavadas e destacadas. Testes realizados por
BARRAQUIO et alii (1986) em condigdes aerdbicas, microaerofilicas e anaerdbicas
mostraram a mesma tendéncia, indicando que outros fatores, além da exposicdo ao ar durante
as amostragens, podem estar envolvidos. A difusio do C;H, e C,H, entre os sitios de
fixacdo de N, e a atmosfera amostrada pode ser uma das razdes para as taxas iniciais ndo
lineares da ARA (VAN BERKUM & SLOGER, 1982). No presente experimento a longa fase
"lag" provavelmente foi provocada pelo problema de difusdo dos gases, uma vez que, devido
ao tipo de preparo de solo, destruiu-se a sua estrutura diminuindo o espago poroso, além do
fato dele estar encharcado. Problemas de difusdo de gases em solos alagados sdo citados na
literatura como sendo particularmente sérios (FLETT ET ALIL, 1976; MATSUGUCHI et alii,
1978).

BARRAQUIO et alii (1986) selecionaram o periodo de 6 horas de incubagédo
para avaliacdo da FBN em cultivares de arroz inundado, pois observaram que: a) esta além do
periodo de "lag"; b) estd dentro da fase linear de atividade; c) tem atividade adequada para
mascarar artefatos (isto €, contaminagido de C,H4 no C,H,, C,H, enddgeno, etc..) e d) é um
periodo conveniente para ser efetuado dentro do dia do teste. Neste ensaio, entretanto, a
produgio de C,H, em umol.planta-! semelhante a obtida por esses autores em 6 horas de
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y = 0.33289 - 6.0649e-2x + 2.1758e-2x"2 R"2=0.996

o

a0

24
Horas

Figura 4. Variagdo da atividade da nitrogenase durante diferentes periodo de
incubagdo. Os pontos representam a média de 15 cultivares de arroz

inundado.
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incubagao, inclusive com o mesmo cultivar utilizado por eles (IR-42), somente foram obtidas
ap6s 14 horas de incubagdo. Provavelmente, isso também ocorreu devido ao problema de
difusdo dos gases conforme discutido anteriormente.

Neste experimento, embora os testes de ARA tenham sido elaborados até 24
horas de incubacdo, foi estabelecido o tempo de 8 horas de incubagdo para a comparagio da
atividade da nitrogenase entre os cultivares, uma vez que nesse tempo iniciou-se a fase linear
de atividade (Tabela 20), e também porque testes de curta duragdo sdo preferiveis do que de
longa duragdo devido aos efeitos ndo desejaveis do C,H, no metabolismo da planta e dos
microrganismos ( HARDY et alii, 1973; DAVID & FAY, 1977), a multiplicagdo dos
microrganismos e a presenga de fatores que decompéde o C,H, (WATANABE & GUZMAN,
1980).

LADHA et alii (1986) estudando os cultivares IR-42, IR-58 e HUA-CHOU e
outros constataram que as grandes diferencas na ARA entre os cultivares na época da
emergéncia da panicula foram comandadas pelas diferengas no total de matéria seca entre os
cultivares de ciclo curto e ciclo longo. Eles observaram que o IR-42, cultivar de ciclo longo
(125 - 235 dias), o qual apresentou alta produgdo de biomassa, mostrou o maior valor de ARA
entre os cultivares estudados, enquanto que o IR-58, cultivar de ciclo curto (105 - 110 dias),
apresentou a mais baixa ARA. A ARA do HUA-CHOU, cultivar de ciclo curto (105 - 110
dias) também foi inferior ao do IR-42. DE DATTA (1984) observaram que o cultivar IR-42
apresenta um bom desenvolvimento em solo sem aplicagdo de fertilizante nitrogenado e
também utiliza o N do solo eficientemente. No presente experimento, apos 8 horas de
incubagdo constatou-se que o cultivar HUA-CHOU, apresentou a maior ARA mostrando
diferenca estatistica do BR-IRGA-409, CNA-3852 e IR-58, sendo que esses iltimo
apresentou a menor atividade da nitrogenase. Comparando o desenvolvimento dos IR-42,
IR-58 e HUA-CHOU em Los Baiios, Filipinas, com o desenvolvimento desses cultivares em
Piracicaba, Brasil, observou-se que a época de emergéncia da panicula foi alcangada num
periodo superior a de Los Bafios, ou seja, 70, 85 e 110 dias ap0s transplante (DAT) para
IR-58, HUA-CHOU e IR-42, respectivamente, enquanto que em Los Bafios esse estagio foi
observado na mesma sequéncia em aproximadamente 58, 65 ¢ 92 DAT (LADHA et alii,
1986). Provavelmente essas diferencas foram decorrentes das diferentes condi¢des ambientais
dos locais. Nas nossas condi¢des constatou-se que entre os cultivares provenientes do IRRI o
HUA-CHOU mostrou os melhores resultados superando o IR-42, o qual tem se mostrado
superior na maioria dos ensaios de FBN desse Instituto (BARRAQUIO et alii, 1986; LADHA
et alii, 1986, 1987). Entretanto, no presente experimento, os resultados obtidos com alguns
cultivares brasileiros tem se mostrado igual ou superior a esse cultivar.
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Tabela 20. Atividade da nitrogenase em diferentes horas de 15 cultivares de
arroz inundado na época da emergéncia da panicula, desenvolvidos
em vasos de 5 litros (4,5 kg solo.vaso-1) contendo duas plantas.
Médias de cinco repetigoes.

ARA (umoles C;H,4.planta-1)

CULTIVARES - S
2h 4h 6h 8h
IAC-1278 0,351 be 0,416 bed 0,617 bed 1,091 abe
IAC-81-318 0,328 be 0,461 bed 0,668 bed 1,007 abc
TAC-4440 0,236 ¢ 0,289 cd 0,490 cd 1,319 ab
CNA-0721 0,266 bc 0,269 d 0,508 bed 1,130 be
CNA-3852 0,315 be 0,423 bed 0,599 bed 0,947 be
CNA-3879 0,359 b 0,517 ab 0,725 bed 1,103 abc
CNA-4215 0,241 c 0,362 bed 0,618 bed 1,267 ab
CNA-4501 0,303 be 0,453 bed 0,672 bed 1,269 ab
CNA-4566 0,465 a 0,531 ab 0,787 be 1,247 ab
BR-IRGA-409 0,272 be 0,395 bed 0,642 bed 0,965 be
BR-IRGA-410 0,298 be 0,480 be 0,838 b 1,512 ab
IR-42 0,322 be 0,395 bed 0,645 bed 1,380 ab
IR-58 0,315 be 0,349 bed 0,393 d 0,604 ¢
HUA-CHOU 0,535 a 0,684 a 1,162 a 1,572 a
CNA-3314 0,338 be 0,409 bed 0,800 be 1,368 ab
C.V. (%) 23,5 29,8 32,7 33,1

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Duncan.
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Analisando a ARA apés 8 horas de incubagdo observa-se que o CNA-3314, o
qual foi usado como controle nao fixador no experimento do item 4.1., apresentou atividade
da nitrogenase estatisticamente igual ao cultivar com maior ARA (HUA-CHOU) e o
BR-IRGA-409, que foi considerado um dos cultivares com potencial para FBN, mostrou
menor atividade da nitrogenase, estatisticamente diferente do cultivar de maior ARA. O teste
de ARA nao mede a transferéncia do N fixado do diazotréfico para a planta associada (VAN
BERKUM & SLOGER, 1979), e isso provavelmente explica o fato acima relatado. Pode-se
sugerir, portanto, que o CNA-3314 embora tenha apresentado ARA superior ao
BR-IRGA-409, o N-fixado ndo foi absorvido eficientemente por essa planta. Entretanto,
observa-se que os cultivares HUA-CHOU, IAC-4440, BR-IRGA-410, os quais apresentaram
maior ARA também se mostraram superiores na estimativa da FBN no experimento de
diluigdo isotdpica de 15N.

A necessidade de critérios de selecdo simples e facil de cultivares de arroz para
FBN tem sido enfatizado (LADHA et alii, 1986) e alguns autores tém buscado encontrar nos
caracteres da planta principalmente na massa de raiz, correlagoes positivas com a ARA (LEE et
alii, 1977b; HIROTA et alii, 1978; SANO et alii, 1981; LADHA et alii, 1986). No presente
experimento, entretanto, ndo foram observadas nehuma correlagdo entre ARA e peso da
matéria seca da raiz ou peso da matéria seca da parte aérea. Provavelmente isso ocorreu
devido ao fato das correlagdes terem sido feitas com o peso da matéria seca da raiz e/ou parte
aérea na época da emergéncia da panicula, enquanto que nos trabalhos citados na literatura,
embora os testes de ARA tenham sido realizados na €poca da emergéncia, as correlagoes
foram feitas com a matéria seca da raiz e/ou parte aérea do final do ciclo da cultura (LEE et alii,
1977b; LADHA et alii, 1986).

4.4. Estudo IV. Isolamento de algumas bactérias heterotréficas fixadoras

de N, em cultivares de arroz inundado

A contagem de bactérias heterotréficas isoladas da rizosfera, rizoplano e
hitosfera de 15 cultivares de arroz inundado na época da emergéncia da panicula estd
aprésentada na Figura 4. Observa-se que para a maioria dos cultivares a populagio de
heterotréficas foi maior no rizoplano e/ou hitosfera, com excessdo do CNA-3852, CNA-4215
e BR-IRGA-409, os quais apresentaram maior nimero de microrganismos heterotréficos na
rizosfera. Os cultivares IAC-4440, IR-42, CNA-3879 e CNA-4501, os quais apresentaram
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ARAs estatisticamente igual ao cultivar de maior ARA (Tabela 20), também mostraram as
maiores populagdes de heterotrficas. O HUA-CHOU, cultivar de maior ARA mostrou baixo
nimero de microrganismos heterotroficos em relagdo aos outros cultivares, sendo superado
apenas pelo CNA-3314, o qual apresentou os menores valores de heterotroficos
principalmente na rizosfera e hitosfera.

Foi detectado atividade da nitrogenase em todos os tubos de ensaio contendo os
meios para Azospirillum, Enterobacteriaceac e Pseudomonas, apresentando valores de
atividade da nitrogenase que variaram de 0,42 - 829,96 nmoles C,H,.tubo"1.24h-1.

Alguns trabalhos realizados mostraram que as bactérias dos géneros
Azospirillum, Pseudomonas e Enterobacter, sao bactérias fixadoras de N, comumente
associadas com muitos cultivares de arroz (LADHA et alii, 1982, 1983; BARRAQUIO et alii,
1982). WATANABE & BARRAQUIO (1979) e WATANABE et alii (1979) constataram que
80% do total da populagdo de bactérias heterotr6ficas na hitosfera eram fixadores de N, e que
Pseudomonas foi o género predominante. LADHA (1986) observou que nessa parte da
planta havia aproximadamente cem vezes mais populagdes de Pseudomonas e Azospirillum.

A contagem de Azospirillum, Pseudomonas e Enterobacter realizada através do
nimero mais provével, mostrou que todos os cultivares s3o colonizados por essas bactérias
(Figuras 6 e 7). Entretanto, ndo foram observadas populagdes de Azospirillim na rizosfera do
IR-42 e do CNA-3314. Esse ultimo cultivar também ndo apresentou Azospirillum,

Pseudomonas e Enterobacter na sua hitosfera e nem Pseudomonas e Enterobacter no seu
rizoplano.
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5. CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos e resultados obtidos pode-se concluir que:

- Os cultivares apresentaram diferengas entre si quanto a capacidade de fixar
N,, sendo essas diferengas mais acentuadas em solo deficiente em N.

- As maiores contribuigdes para o N da planta foram provenientes do solo em
todos os cultivares, seguido pelo proveniente da fixagdo de N, em quase todos os cultivares ,
calculado usando o cultivar CNA-3314 como controle ndo fixador, € por iltimo do
N-fertilizante.

- As perdas de N do solo foram reduzidas com a presenga da planta de arroz,
sendo que alguns cultivares favoreceram a entrada natural de N, muito provavelmente através

da FBN, mostrando balango positivo de N no sistema solo-planta com apenas dois cultivos
Sucessivos.

- Populagdes de bactérias heterotréficas foram observadas na rizosfera,
rizoplano e hitosfera de todos os cultivares estudados. As bactérias fixadoras de N, dos
géneros Azospirillum, Pseudomonase Enterobacter foram encontradas em todos os
cultivares, com excegdo do Azospirillum na rizosfera dos IR-42 e CNA-3314 e de
Pseudomonas e Enterobacter no rizoplano e hitosfera desse tltimo cultivar.

- Os cultivares BR-IRGA-409, BR-IRGA-410, IAC-4440, IAC-1278 e
HUA-CHOU foram os que apresentaram maior potencial de FBN, enquanto que o CNA-3314
mostrou baixo potencial e/ou baixa eficiéncia no aproveitamento do N-fixado.
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Apéndice 1. Produgio de matéria seca de diferentes partes € nimero de

perfilhos e paniculas de 15 cultivares de arroz
crescidos em vasos de 10 litros

primeiro ano de cultivo.

CULT.

[IAC-1278

IAC-81-318

IAC-4440

CNA-0721

CNA-3852

CNA-3879

CNA-4215

Matéria seca (g.vaso-1)

Palha Graos
1 58,50 68,15 29
2 79,29 84,01 38
3 100,07 96,70 41
4 67,81 74,57 30
S 65,06 70,45 33
1 81,79 79,74 28
2 67,23 74,42 24
3 72,49 76,94 26
4 64,74 56,82 25
S 64,89 65,80 27
1 91,97 49,36 42
2 79,72 62,62 40
3 91,44 71,77 44
4 72,37 54,44 37
S 75,98 61,92 36
1 60,51 49,06 26
2 85,75 81,47 41
3 70,62 62,05 33
4 66,82 60,45 29
S 89,24 58,26 37
1 68,11 72,35 39
2 56,86 68,35 35
3 71,51 76,91 38
4 84,61 73,16 40
S 74,68 70,99 39
1 91,79 66,77 38
2 92,65 56,36 45
3 67,46 61,11 30
4 80,58 84,75 32
5 89,58 53,03 35
1 - 52,38 66,23 40
2 53,81 78,34 35
3 76,00 85,76 37
4 51,26 72,94 35
5 52,33 77,08 39

inundado

(12 kg solo.vaso-1) durante o

39
35
36
38
33

32
31
26
31
28

33
35
37
33
34



CNA-4501 1
2
3
4
5
CNA- 4566 1
2
3
4
5
BR-IRGA-409 1
2
3
4
5
BR-IRGA-410 1
2
3
4
5
IR-42 1
2
3
4
5
IR-58 1
2
3
4
5
HUA-CHOU 1
2
3
4
5
CNA-3314 1
2
3
4
5

79,67
78,58
87,92
70,93
97,40

51,15
51,75
81,84
83,52
59,13

44,87
69,56
84,69
62,48
74,76

66,00
57,06
63,39
60,97
60,79

72,34
84,26
70,91
70,66
86,21

50,02
46,91
58,13
43,78
48,68

81,05
105,66
91,51
91,28
103,16

57,82
63,43
65,14
63,25
66,92

56,39
57,70
54,48
65,38
57,98

76,67
78,36
81,12
94,63
63,58

71,29
83,65
85,61
69,17
80,78

72,71
74,79
78,14
77,43
76,68

55,40
54,58
45,16
60,01
46,90

65,24
60,46
63,61
64,85
75,01

67,03
72,84
75,75
67,31
65,53

53,60
62,12
64,87
60,27
62,85

34
38
37
30
31

28
36
38
37
34

22
38
31
30
30

27
25
27
28
24

40
39
36
42
40

48
43
51
45
47

40
43
45
49
38

31
32
37
35
31

30
27
28
28
27

28
30
36
35
30

22
33
31
26
30

26
25
27
28
24

37
39
31
35
31

42
38
45
36
45

32
43
45
42
37

29
27
30
31
24
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Apéndice 2. Producdo de matéria seca de diferentes partes e nimero de
perfilhos e de paniculas de 15 cultivares de arroz inundado
crescidos em vasos de 10 litros (12 kg solo.vaso-1) durante o
segundo ano de cultivo.

Matéria seca (g.vaso-1) Nimero.vaso-1
CULT. Rep. e h
Palha Grios Raiz Perfilhos Paniculas
IAC-1278 1 70,35 64,26 40,20 35 33
2 70,54 73,12 36,10 37 35
3 20,35 28,12 18,00 34 31
4 54,96 54,50 23,22 30 30
5 60,62 51,06 25,35 28 28
JAC-81-318 1 59,62 59,98 25,28 28 27
2 69,10 64,88 31,53 32 31
3 82,45 68,16 27,03 33 33
4 68,71 57,09 28,60 32 32
5 64,92 61,98 21,74 33 33
TIAC-4440 1 25,10 19,29 15,02 23 23
2 85,40 40,06 25,12 38 38
3 94,40 64,16 40,58 40 39
4 80,54 46,06 31,42 45 44
5 79,71 49,30 35,71 43 40
CNA-0721 1 15,80 17,70 7,51 12 12
2 70,12 64,80 41,58 53 51
3 86,98 54,76 40,79 38 35
4 69,07 65,84 38,44 38 36
5 51,30 47,98 21,47 30 30
CNA-3852 1 62,10 60,23 32,26 43 43
2 35,63 35,31 19,93 29 29
3 69,90 61,71 38,52 42 42
4 87,70 67,25 4422 53 52
5 66,45 55,98 38,76 41 40
CNA-3879 1 67,80 62,54 51,76 45 43
2 6,68 8,57 4,96 9 9
3 54,26 53,30 28,55 37 36
4 63,35 68,45 55,28 42 42
5 41,65 38,30 23,01 26 26
CNA-4215 1 61,04 58,85 18,34 42 36
2 64,30 51,80 23,98 40 40
3 64,25 62,60 31,11 41 41
4 79,75 63,02 30,30 42 39
5 63,38 60,67 24,89 36 33



CNA-4501

CNA-4566

BR-IRGA-409

BR-IRGA-410

IR-42

IR-58

HUA-CHOU

CNA-3314

N s WD~ (VI SN VS I S (W N N S N A WN ~ [ VS I S N s WN = N & LN~

N A WN -~

64,58
76,42
86,98
116,73
18,54

12,90
67,10
73,20
69,30
64,48

66,10
60,98
68,25
83,26
74,18

40,95
68,25
59,66
59,67
57,95

73,80
18,50
59,30
76,68
103,50

58,36
50,61
53,30
56,85
38,52

17,52
78,14
76,62
73,76
68,71

26,90
62,24

9,85
77,80
45,43

47,96
49,94
57,09
61,40
10,10

19,16
67,60
67,35
75,36
63,70

61,51
60,51
65,30
60,42
58,21

32,62
69,48
62,94
59,61
51,08

51,85
11,10
42,32
59,80
36,65

49,82
56,88
57,56
68,10
44,10

7,94
63,70
56,14
60,55
57,09

25,80
61,02
14,62
55,70
35,02

24,05
37,41
33,68
38,55

8,77

7,30
43,81
23,87
34,31
26,80

20,50
31,46
31,12
31,80
23,84

24,46
28,42
25,79
26,08
20,43

28,17
12,74
25,45
41,94

4,01

16,11
14,10
14,72
21,89
10,72

7,85
37,89
27,92
27,73
21,97

13,47
40,35

7,38
32,04
24,23

29
39
35
41

15
37
35
41
35

34
28
32
32
34

26
33
32
31
23

44
15
40
52
40

59
44
50
62
34

12

43
44
44

24
42
11
41
29

29
38
34
40

14
35
35
40
34

33
28
30
32
34

24
31
30
29
23

44
15
39
52
39

59
44
41
62
31

12
43
41
42
43

24
39
11
41
29
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Apéndice 3.

IAC-1278

IAC-81-318

IAC-4440

CNA-0721

CNA-3852

CNA-3879

CNA-4215

109

Porcentagem de nitrogénio e dtomos % de 1N em excesso de
diferentes partes de 15 cultivares de arroz inundado
crescidos em vasos de 10 litros (12 kg solo.vaso-1)
durante o primeiro ano de cultivo.

Nitrogénio (%) dtomos % 15N em excesso
Rep. -—— memmmmmme e e

Palha Graos Palha Graos
1 0,62 1,11 0,780 0,844
2 0,58 0,93 0,838 0,919
3 0,53 1,01 0,612 0,793
4 0,67 1,09 0,892 0,924
5 0,58 1,23 0,892 0,875
1 0,71 1,13 0,765 0,809
2 0,58 1,05 0,766 0,927
3 0,45 1,25 0,842 0,909
4 0,59 1,29 0,939 1,018
5 0,54 1,11 0,922 1,026
1 0,58 1,19 0,850 0,885
2 0,53 1,13 0,785 0,846
3 0,62 1,09 0,842 0,903
4 0,71 1,21 0,949 0,991
5 0,50 1,09 0,897 0,946
1 0.80 1,19 0,912 0,971
2 0,53 0,99 0,762 0,829
3 0,58 1,09 0,891 0,935
4 0,45 1,17 0,917 0,958
5 0,54 1,17 0,850 0,886
1 0,67 1,03 0,908 0,820
2 0,58 1,07 0,631 0,820
3 0,58 1,07 0,776 0,858
4 0,58 1,11 0,835 0,915
5 0,67 1,11 0,752 0,848
1 0,58 1,05 0,754 0,819
2 0,58 1,17 0,855 0,901
3 0,71 1,09 0,929 1,017
4 0,53 1,05 0,840 0,897
5 0,75 1,25 0,793 0,849
1 0,75 1,33 0,756 0,848
2 0,58 1,03 0,751 0,876
3 0,58 0,99 0,955 0,954
4 0,67 1,25 0,901 0,954
5 0,58 1,03 0,915 1,020



CNA-4501

CNA- 4566

BR-IRGA-409

BR-IRGA-410

IR-42

IR-58

HUA-CHOU

CNA-3314

(S N I S N Hh W= N H W= wnH W= W W = W W= (VN SRS I S

N Hh W=

0,75
0,71
0,75
0,62
0,63

0,67
0,58
0,53
0,67
0,71

0,80
0,67
0,85
0,60
0,50

0,75
0,75
0,60
0,53
0,62

0,75
0,53
0,75
0,62
0,54

0,88
1,02
0,88
0,75
0,80

0,67
0,53
0,45
0,49
0,49

0,84
0,75
0,71
0,59
0,71

1,35
1,27
1,30
1,09
1,23

1,07
1,05
1,11
1,09
1,21

1,27
1,19
1,17
1,13
1,09

1,11
1,35
1,09
0,97
1,09

1,31
1,15
1,31
1,11
1,32

1,31
1,23
1,27
1,17
1,32

1,01
0,91
1,01
1,05
1,09

1,31
1,11
1,09
1,11
1,19

0,845
0,818
0,815
0,782
0,838

0,864
0,700
0,904
0,700
0,866

0,806
0,734
0,674
0,757
0,700

0,669
0,735
0,775
0,844
0,822

0,793
0,858
0,933
0,835
0,863

0,801
0,767
0,786
0,804
0,732

0,848
0,622
0,695
0,673
0,827

0,831
0,877
0,956
0,889
0,981

0,899
0,856
0,912
0,833
0,920

0,998
0,841
1,020
0,837
0,940

0,943
0,872
0,914
0,870
0,881

0,785
0,848
0,848
0,974
0,936

0,849
0,886
0,977
0,891
0,913

0,952
0,947
0,961
1,017
0,886

0,980
0,764
0,822
0,764
1,016

0,881
0,921
0,988
0,970
0,973
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Apéndice 4. Porcentagem de nitrogénio e dtomos % 15N em excesso de
15 cultivares de arroz inundado crescidos em vasos de 10 litros
(12 kg solo.vaso-1) durante o segundo ano de cultivo.

Nitrogénio (%) itomos % 15N em excesso
CULT. Rep. e e E R
Parte aérea Griaos Raiz Parte aérea  Grios Raiz
IAC-1278 1 0,48 0,83 0,40 0,289 0,359 0,297
2 0,47 0,77 0,45 0,321 0,368 0,340
3 0,66 0,81 0,51 0,227 0,299 0,253
4 0,55 0,74 0,53 0,326 0,388 0,348
5 0,57 0,68 0,52 0,308 0,373 0,326
JAC-81-318 1 0,48 0,85 0,42 0,270 0,332 0,305
2 0,69 0,81 0,49 0,319 0,383 0,276
3 0,49 0,74 0,48 0,313 0,381 0,314
4 0,54 0,90 0,55 0,316 0,363 0,316
5 0,54 0,80 0,49 0,313 0,367 0,326
IAC-4440 1 0,57 0,95 0,49 0,313 0,347 0,290
2 0,55 0,83 0,55 0,263 0,350 0,300
3 0,54 0,72 0,54 0,308 0,367 0,330
4 0,52 0,85 0,57 0,340 0,391 0,321
5 0,47 0,69 0,48 0,339 0,380 0,332
CNA-0721 1 0,66 0,89 0,49 0,280 0,312 0,244
2 0,67 0,85 0,50 0,287 0,333 0,325
3 0,63 0,83 0,55 0,303 0,354 0,311
4 0,60 0,74 0,54 0,347 0,393 0,347
5 0,54 0,72 0,53 0,279 0,340 0,295
CNA-3852 1 0,51 0,85 0,44 0,287 0,354 0,336
2 0,74 0,83 0,51 0,270 0,344 0,316
3 0,46 0,95 0,41 0,309 0,362 0,319
4 0,54 0,85 0,58 0,294 0,355 0,348
5 0,52 0,86 0,50 0,274 0,336 0,275
CNA-3879 1 0,58 0,85 0,48 0,335 0,380 0,319
2 0,92 0,89 0,65 0,212 0,260 0,260
3 0,75 0,79 0,55 0,293 0,355 0,324
4 0,59 0,72 0,52 0,326 0,373 0,338
5 0,67 0,71 0,51 0,266 0,320 0,277
CNA-4215 1 0,44 0,83 0,48 0,294 0,354 0,260
2 0,56 0,91 0,47 0,325 0,372 0,330
3 0,50 0,72 0,53 0,275 0,360 0,304
4 0,47 0,81 0,50 0,338 0,387 0,310
5 0,54 0,79 0,50 0,324 0,378 0,329



CNA-4501

CNA-4566

BR-IRGA-409

BR-IRGA-410

IR-42

IR-58

HUA-CHOU

CNA-3314

[V S N S [V I SN VS I S N N s W= N s LW~ N s LW~ (VN N S N N s W -

N h W~

0,44
0,40
0,49
0,47
0,66

0,70
0,58
0,48
0,54
0,56

0,63
0,67
0,65
0,72
0,78

0,73
0,51
0,63
0,58
0,67

0,44
0,66
0,49
Q59
0,56

0,69
0,65
0,62
0,71
0,83

0,92
0,58
0,55
0,49
0,49

0,58
0,54
0,82
0,58
0,63

0,85
0,93
0,81
0,85
0,76

1,00
0,79
0,75
0,72
0,76

0,93
0,95
0,85
0,95
0,82

091
0,81
0,78
0,81
0,79

0,87
1,15
0,81
0,89
0,92

0,97
0,93
0,91
0,91
0,91

1,05
0,83
0,85
0,77
0,77

0,87
0,89
1,00
0,82
0,78

0,40
0,49
0,45
0,51
0,57

0,60
0,36
0,50
0,50
0,47

0,48
0,46
0,55
0,54
0,56

0,51
0,48
0,49
0,46
0,50

0,47
0,46
0,37
0,53
0,46

0,44
0,55
0,55
0,44
0,58

0,60
0,58
0,55

0,66 .

0,60

0,39
0,46
0,54
0,58
0,49

0,301
0,342
0,338
0,321
0,267

0,257
0,332
0,272
0,285
0,336

0,276
0,311
0,314
0,302
0,241

0,252
0,291
0,306
0,277
0,297

0,314
0,296
0,321
0,313
0,328

0,296
0,299
0,276
0,294
0,279

0,267
0,250
0,254
0,224
0,257

0,383
0,378
0,362
0,388
0,396

0,351
0,385
0,362
0,376
0,303

0,327
0,365
0,331
0,374
0,389

0,339
0,365
0,383
0,382
0,346

0,349
0,46

0,364
0,342
0,368

0,368
0,337
0,372
0,369
0,353

0,358
0,377
0,365
0,367
0,347

0,314
0,332
0,327
0,313
0,324

0,394
0,388
0,370
0,395
0,398

112

0,291
0,313
0,331
0,355
0,268

0,262
0,307
0,310
0,324
0,317

0,281
0,301
0,343
0,343
0,309

0,287
0,316
0,306
0,314
0,331

0,309
0,288
0,364
0,355
0,331

0,229
0,330
0,304
0,303
0,281

0,251
0,270
0,297
0,252
0,314

0,360
0,356
0,331
0,367
0,385
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Apéndice 5. Porcentagem de nitrogénio e dtomos % 15N em excesso no

IAC-1278

IAC-81-318

IAC-4440

CNA-0721

CNA-3852

CNA-3879

CNA-4215

solo antes e depois de dois cultivos sucessivos de 15
cultivares de arroz inundado crescidos em vasos de 10 litros
(12 kg solo.vaso-1).

Nitrogénio (%) idtomos % 15N em excesso
Rep.  -mmemmmme- S
Inicio Final Inicio Final
1 0,133 0,126 0,202 0,111
2 0,142 0,118 0,166 0,082
3 0,131 0,135 0,150 0,094
4 0,141 0,125 0,215 0,095
5 0,140 0,121 0,180 0,086
1 0,140 0,124 0,206 0,116
2 0,150 0,122 0,186 0,080
3 0,140 0,132 0,177 0,109
4 0,135 0,118 0,178 0,103
S 0,137 0,125 0,149 0,098
1 0,145 0,118 0,179 0,089
2 0,141 0,129 0,174 0,103
3 0,141 0,120 0,167 0,092
4 0,137 0,125 0,159 0,099
5 0,148 0,131 0,157 0,092
1 0,144 0,114 0,222 0,099
2 0,155 0,129 0,157 0,103
3 0,144 1,133 0,170 0,127
4 0,144 0,129 0,199 0,088
5 0,148 0,130 0,179 0,093
1 0,138 0,137 0,195 0,112
2 0,154 0,120 0,144 0,119
3 0,142 0,123 0,197 0,112
4 0,131 0,119 0,180 0,103
5 0,141 0,114 0,169 0,100
1 0,148 0,118 0,158 0,110
2 0,142 0,117 0,208 0,103
3 0,140 0,119 0,187 0,100
4 0,141 0,124 0,147 0,076
5 0,141 0,117 0,172 0,085
1 0,154 0,111 0,171 0,113
2 0,147 0,133 0,175 0,091
3 0,172 0,149 0,141 0,091
4 0,143 0,121 0,175 0,104
5 0,123 0,119 0,177 0,098



CNA-4501

CNA- 4566

BR-IRGA-409

BR-IRGA-410

IR-42

IR-58

HUA-CHOU

CNA-3314

N s W -~ N H LW~ [V I S VO I S N A LW = [ VO I S B N Hh W~ N A LW~

(O VS I S

0,144
0,154
0,132
0,133
0,143

0,148
0,137
0,140
0,141
0,145

0,142
0,151
0,141
0,126
0,135

0,145
0,154
0,143
0,142
0,146

0,145
0,135
0,135
0,147
0,140

0,145
0,170
0,141
0,145
0,141

0,140
0,140
0,147
0,142
0,145

0,140
0,144
0,145
0,129
0,148

0,116
0,120
0,124
0,129
0,119

0,119
0,118
0,124
0,118
0,128

0,124
0,122
0,123
0,119
0,116

0,123
0,138
0,118
0,109
0,120

0,123
0,118
0,130
0,137
0,119

0,119
0,140
0,140
0,116
0,119

0,118
0,127
0,118
0,122
0,121

0,121
0,120
0,117
0,121
0,121

0,188
0,172
0,204
0,210
0,174

0,142
0,235
0,170
0,173
0,134

0,164
0,179
0,186
0,183
0,178

0,153
0,151
0,155
0,185
0,156

0,134
0,227
0,157
0,185
0,162

0,182
0,165
0,186
0,161
0,157

0,127
0,153
0,230
0,184
0,164

0,218
0,149
0,174
0,195
0,087

0,097
0,113
0,105
0,113
0,095

0,095
0,118
0,090
0,107
0,087

0,086
0,079
0,079
0,115
0,086

0,084
0,102
0,102
0,106
0,094

0,096
0,085
0,108
0,115
0,091

0,094
0,103
0,099
0,105
0,097

0,091
0,093
0,101
0,114
0,100

0,113
0,112
0,084
0,079
0,095

114



SEM PLANTA

WA WN =

0,140
0,151
0,146
0,137
0,140

0,122
0,129
0,121
0,124
0,118

0,162
0,128
0,173
0,180
0,201

0,116
0,127
0,141
0,111
0,123

115






