Adicao de molibdénio ao inoculante turfoso com bactérias
diazotroéficas usado em duas cultivares de arroz irrigado
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo de bactérias diazotréficas com ou sem
molibdénio em duas cultivares de arroz com diferentes potenciais de fixacdo bioldgica de nitrogénio. Dois
experimentos foram montados: o primeiro foi conduzido em condi¢des gnotobidticas, com utilizacio das estirpes
BR 11417 (ZAE94 — Herbaspirillum seropedicae) ¢ BR 11340 (M130 — Burkholderia sp.), duas doses de
molibdénio, 1,12 e 2,25 g, e duas fontes, molibdato de sédio e molibdato de amonio. As sementes foram peletizadas
com inoculante turfoso com bactérias diazotréficas e o molibdénio. Em seguida as cultivares foram plantadas em
tubos de ensaio com capacidade para 120 mL com 60 mL da solu¢@o de Hoagland sem nitrogénio por 30 dias. Foi
avaliada a matéria seca das plantas. O segundo experimento foi conduzido em vasos em casa de vegetacdo, com
as mesmas estirpes e dosagens de molibdénio. Foram avaliados a producdo e o N total dos graos. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes e quatro plantas por vaso. Foram observados
aumentos na producio de graos nas cultivares IR42 e IAC4440 de 88 e 57%, respectivamente, com a adi¢ao ao
inoculante turfoso, das estirpes ZAE94 e M 130 com molibdénio.

Termos para indexagdo: Oriza sativa, Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia, molibdato de sédio, molibdato
de amonio.

Addition of molybdenum in peat innoculum with diazotrophic bacteria used in two rice cultivars

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of the inoculation of diazotrophic bacteria
associated with the molybdenum in two rice cultivars. Two experiments were performed: the first one was lead
under gnotobiotics conditions, using Herbaspirillum seropedicae, strain BR 11417 and Burkholderia sp., strain
BR 11340, two doses of molybdenum (1.12 and 2.25 g) and two different sources of Mo — sodium molybdate and
ammonium molybdate. The seeds were pelleted with peat containing diazotrophic bacteria and molybdenum.
After inoculations were seeds planted in to test tubes with capacity for 120 mL content 60 mL Hoagland solution
without nitrogen. Seedlings were harvested after 30 days and plant dry weight was evaluated. The second
experiment was held in greenhouse with the same strains, sources and amount of molybdenum. The production
and the total N of the rice grains were evaluated. Statistical design was completely randomized with four replication
and four plants per pot were planted. Grain production increased with the inoculation in the cultivars IR42 and
TAC4440 up to 88 and 57%, respectively.

Index terms: Oryza sativa, Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia, sodium molybdate, ammonium molybdate.

Introducao

O arroz € uma cultura largamente difundida, com
participacdo destacada na alimentacdo da populacdo
brasileira. Seu cultivo se d4 em todos os estados
brasileiros, podendo constituir-se, em alguns deles, a
principal fonte de renda agricola (Yokoyama et al., 1999).

O Brasil é o nono produtor mundial de arroz, com
10,6 milhdes de toneladas de grios por hectare. E uma
cultura versétil, que se adapta a diferentes condicoes de

clima, e € considerado a espécie com maior potencial
de producgdo para o combate a fome no mundo,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita
necessdrias ao homem (Azambuja et al., 2004).

Hé um aumento da demanda por alimentos no mundo
e uma crescente competicdo pelo uso das terras
agricultdveis e, por isso, 0 aumento da produtividade das
culturas e a melhoria da eficiéncia de producdo, com
preservacdo dos recursos naturais, sdo aspectos
importantes na agricultura moderna.
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A cultura do arroz é altamente dependente de
fertilizantes, principalmente os nitrogenados, que
aumentam a poluicdo do ambiente, contaminam o0s
mananciais com nitrato, acidificam o solo e emitem gases
como N;O. A cultura do arroz, porém, apresenta
eficiéncia baixa no uso desses fertilizantes (Reddy &
Ladha, 1995; Stoltzfus et al., 1997).

Uma das solucdes para diminuir as aplicacdes de
fertilizantes nitrogenados nos cultivos de arroz € a
utilizacdo da interacdo entre a planta e a bactéria
diazotréfica, pois o maior potencial de fixacdo de
nitrogénio do ar € atribuido as bactérias diazotréficas de
cardter microaerofilico, como, por exemplo, as espécies
dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum (Dbbereiner,
1992), Gluconacetobacter (Yamada et al., 1997),
Burkholderia (Baldani, 1996) e Azoarcus (Reinhold-
Hurek et al., 1993), que colonizam partes internas das
raizes e partes aéreas de gramineas (Baldani et al., 1997).
Nio sdo conhecidos trabalhos sobre inoculante turfoso
com molibdénio e sua utilizacdo em plantas de arroz.

Na realizac@o do processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, o molibdénio é um micronutriente essencial,
cujas funcdes, na planta, estdo relacionadas com o
sistema de transferéncia de elétrons para a reducdo do
nitrato e na fixacdo bioldgica de nitrogénio, que € feita
pelas molibdoenzimas redutase do nitrato e nitrogenase,
respectivamente (Gupta & Lipsett, 1981).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
utilizagdo de bactérias diazotréficas com ou sem
molibdénio, em duas cultivares de arroz, com diferentes
potenciais de fixa¢do bioldgica de nitrogénio (FBN).

Material e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas cultivares de arroz
contrastantes quanto ao potencial para a fixac@o bioldgica
de nitrogénio (FBN), a IAC4440, que apresenta baixo
potencial para FBN (Oliveira, 1994) e a IR42, com alto
potencial para a fixacdo bioldgica de nitrogénio (Oliveira,
1994; Kundu & Ladha, 1995; Wu et al., 1995).

No preparo do inoculante, o veiculo utilizado foi a turfa,
que teve o pH corrigido para 7 com carbonato de célcio e
foi esterilizada duas vezes em autoclave a 120°C durante
20 min, com intervalo de 24 horas entre cada esterilizagcdo
(Straliotto, 2000).

As estirpes utilizadas foram BR 11417 — ZAE94
(Herbaspirillum seropedicae) e BR 11340 — M130
(Burkholderia sp.), multiplicadas em meio DYGS por um
periodo de 24 horas. O inoculante foi preparado em sacos
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de polipropileno com 35 g de turfa. Em cada saco, foram
adicionados 15 mL do caldo bacteriano contendo
108 células por mL de cada estirpe e adicionadas duas doses
de molibdénio: 1,12 e 2,25 g, adaptadas de Campo &
Lantmann (1997), sob as formas de molibdato de aménio e
molibdato de sédio. Este inoculante turfoso foi colocado
para incubar a 30°C por 24 horas.

As sementes das duas cultivares de arroz foram imersas
numa solucdo contendo goma-ardbica a 3% como adesivo.
Em seguida, foram peletizadas com o inoculante e colocadas
para secar a sombra. A propor¢ao utilizada foi de 250 g de
inoculante para cada 20 kg de sementes de arroz (Ferreira,
2004). Apds a secagem, as sementes foram utilizadas para
o plantio no experimento em casa de vegetacao.

A fim de avaliar o efeito da adicdo de molibdénio ao
inoculante turfoso, no acimulo da matéria seca de plantas
de arroz em condicdes gnotobidticas, foram utilizados tubos
de ensaio com capacidade para 120 mL, com 60 mL de
solucdo de Hoagland dgar (6 g L") e sem nitrogénio. Foram
utilizadas duas fontes de molibdénio: molibdato de sédio e
amonio. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com duas cultivares de arroz, IR42 e IAC4440;
duas bactérias diazotréficas, ZAE94 e M130; trés niveis de
molibdénio, 0, 1,12 e 2,25 g, e quatro repeticdes.

O molibdénio foi aplicado diretamente no inoculante.
Logo depois, realizou-se peletizagdo das sementes.
A semeadura foi feita diretamente nos tubos de ensaio com
a solucdo de Hoagland, e foi mantida apenas uma planta
por tubo. A coleta foi realizada 30 dias apds a germinagao
das sementes, e foi avaliada a matéria seca das plantas.

A fim de avaliar o efeito da adi¢do de molibdénio ao
inoculante turfoso, na producdo de graos, e o acimulo de
nitrogénio em plantas de arroz, cultivadas em casa de
vegetacdo, a semeadura foi realizada em vasos com 8 kg
de solo provenientes dos primeiros 20 cm de um Planossolo
Série Ecologia, coletado no campo experimental da
Embrapa Agrobiologia. De acordo com a andlise de solo,
cada vaso recebeu o equivalente a 20 kg de P,Os e 50 kg
de K>0. A aplicacdo do nitrogénio foi realizada em solugio,
aos 30 dias apds a germinacdo das sementes. Foram
plantadas trés sementes por vasos, e apds a germinacao,
todas as plantas foram mantidas até a realizacio da coleta.

Em todos os tratamentos com as bactérias diazotréficas,
as plantas originaram-se de sementes peletizadas. Foi
utilizada uma testemunha nitrogenada, com dosagem
equivalente a 100 kg ha! de N, na forma de sulfato de
amonio. A coleta foi realizada no final do ciclo de cada
cultivar. Os pardmetros avaliados foram a producio de graos
e o contetdo de nitrogénio (N total) dos graos.
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
com duas cultivares de arroz, IR42 e IAC4440; trés doses
de molibdénio, 0, 1,12 e 2,25 g; duas bactérias, ZAE94 e
M130, e quatro repeticdes. Como fontes de molibdénio, foram
utilizados o molibdato de sodio e o molibdato de amonio,
aplicados diretamente no inoculante.

Resultados e Discussao

No experimento em que foi avaliado o efeito da aplicacao
de diferentes fontes e doses de molibdénio em inoculante
turfoso com bactérias diazotréficas, na massa seca de plantas
de arroz, foram observados efeitos positivos da inoculacao
na cultivar [IR42. Obtiveram-se melhores resultados quando
foi adicionado molibdato de amdnio ao inoculante turfoso
com a estirpe ZAE94 de Herbaspirillum seropedicae, e
molibdato de sédio ao inoculante com a estirpe M130 de
Burkholderia sp., o que indica ocorréncia de especificidade
entre as diferentes espécies de bactérias diazotréficas
utilizadas e as fontes e doses de molibdénio (Tabela 1).

A cultivar IR42 apresentou resposta positiva a inoculagao
nos tratamentos com a estirpe ZAE94 + 1,12 g de Mo na
forma de molibdato de amonio e a estirpe M130 + 2,25 g
de Mo na forma de molibdato de s6dio, que proporcionou
aumento de até 23% na matéria seca das plantas em
comparacdo com a testemunha sem bactéria e sem
molibdénio (Tabela 1).

Grande parte dos trabalhos que utilizam molibdénio é
realizada com plantas leguminosas, principalmente a soja.
O molibdénio € requerido pelas plantas em quantidades

Tabela 1. Efeito da adi¢do de molibdénio ao inoculante turfoso
com bactérias diazotroficas, sobre a massa de matéria seca de
plantas de arroz, cultivar IR42 em condi¢des gnotobidticas().

Espécie Tratamentos Matéria seca
(g planta™)
ZAE9%4 Sem molibdénio 0,0800def
1,12 g molibdato de amonio 0,1033a
2,25 g molibdato de amonio 0,0586¢g
1,12 g molibdato de sédio 0,0786def
2,25 g molibdato de sddio 0,0890bcd
M130 Sem molibdénio 0,0860cde
1,12 g molibdato de amonio 0,0683fg
2,25 g molibdato de amonio 0,0833cde
1,12 g molibdato de sddio 0,0880bcd
2,25 g molibdato de sodio 0,1006ab
Testemunha 0,0840cde
CV (%) 4,45

(WValores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade; ZAE94, Herbaspirillum seropedicae;
M130, Burkholderia sp.

muito pequenas. Mesmo assim, Jacob-Neto & Franco
(1986) expuseram a importancia da determinag@o do nivel
critico do molibdénio nas sementes e nas plantas. Esses
autores concluiram que apenas 3,51 ug de Mo por semente,
em algumas cultivares de feijao, é suficiente para que as
plantas possam se desenvolver sem a necessidade de
adubacdo complementar a base de molibdénio.

De acordo com Das Gupta & Basuchaudhuri (1977), a
aplicacdo de molibdénio por via foliar, com adi¢do de
nitrogénio mineral, apresenta efeito positivo no acimulo de
massa seca na cultivar de arroz IR8. Estes efeitos também
foram observados nas culturas de feijao e soja, porém sem
a aplicacdo de nitrogénio (Jacob-Neto et al., 1988).

Fageria & Baligar (1997), em experimentos com arroz,
a fim de verificar deficiéncias nutricionais, observaram que
as plantas apresentaram redu¢@o na massa seca nos
tratamentos sem molibdénio. Entretanto, plantas nutridas
com este micronutriente mostraram incrementos na massa
seca em relacdo a testemunha.

A cultivar IAC4440 respondeu positivamente a estirpe
ZAE94, mesmo sem adi¢cdo de molibdénio. Por sua vez, a
utilizacdo da estirpe M130 com a adicio de molibdato de
sodio, resultou em actimulo de massa seca inferior ao
tratamento que continha a estirpe ZAE94 e superior a
testemunha (Tabela 2).

As plantas com a estirpe ZAE94 + 1,12 g Mo, na forma
de molibdato de aménio, apresentaram incrementos de 72%
na massa seca, e a inoculagdo da estirpe M130 + 2,25 g de
Mo, na forma de molibdato de s6dio, promoveu aumento
de 62% quando comparado a testemunha (Tabela 2).

Em trabalhos sobre utilizacao de bactérias diazotréficas
em arroz, conduzidos em condi¢des gnotobidticas, hd relatos
de efeitos positivos no acimulo de massa seca de plantas
de arroz (Baldani et al., 2000; Guimaraes et al., 2003;
Sabino, 2003; Ferreira, 2004), com incrementos de até 124%
na massa seca das plantas em relacdo a testemunha.
Também foi observado que variagdes no ganho de massa
de matéria seca entre as estirpes testadas indicam eficiéncia
varidvel das estirpes na associacdo com plantas de arroz.
Entretanto, efeitos da aplicacdo de molibdénio ndo t€ém sido
relatados nessas condicdes experimentais.

Os veiculos utilizados para inoculagdo também podem
interferir no sucesso dos experimentos testados. Ferreira
et al. (2003) observaram que o uso de veiculo oleoso, por
exemplo, prejudicou a germinacdo das sementes de arroz
tanto sob condicdes gnotobidticas quanto em condi¢des de
campo, pois a formacdo de uma camada oleosa na
superficie das sementes dificultou a absorcao de dgua pelas
sementes, impedindo a sua germinacao.
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Na andlise do efeito da adicdo de molibdénio ao
inoculante turfoso na produgdo de grios e acimulo de
nitrogénio, em plantas de arroz cultivadas em casa de
vegetacdo, foi observado que, na cultivar IR42, a producao
de graos da maioria dos tratamentos foi superior a da
testemunha (Tabela 3).

Os tratamentos ZAE94 com 2,25 g de molibdato de
amonio, M130 com 1,12 e 2,25 g de molibdato de aménio,
assim como M 130 com 1,12 g de molibdato de sédio foram
estatisticamente iguais ao tratamento em que as plantas
receberam adubacdo nitrogenada na dosagem de
100 kg ha'! de N e foram superiores a testemunha
absoluta. Neste caso, o aumento na producdo de graos
foi de 64, 60, 82 e 57%, respectivamente. Embora nao
tenham sido observadas diferencas entre a inoculacdo
das estirpes ZAE94 e M130 e a testemunha, foram
observados aumentos de 43 e 45% respectivamente, na
producdo de grdos (Tabela 3). H4 relatos em alguns
trabalhos de que a aplicacdo de molibdénio na cultura do
arroz contribuiu com aumento na producdo de grios,
confirmando a importancia desse micronutriente para o
desenvolvimento das plantas de arroz (Rafey et al., 1992;
Muralidhararan & Jose, 1994; Trivedi & Verma, 1996).

Em relac@o ao actimulo de nitrogénio nos graos, também
foram encontradas diferencas significativas. Os maiores
valores foram alcancados nos graos cujas plantas haviam
recebido a inoculacio das estirpes ZAE94 com 2,25 g de
molibdato de amonio e M130 com 2,25 g de molibdato de
amonio, correspondendo a 64 e 88%, respectivamente,
quando comparados a testemunha absoluta (Tabela 3).

Tabela 2. Efeito da adi¢do de molibdénio ao inoculante turfoso
com bactérias diazotréficas, sobre a massa de matéria seca de
plantas de arroz, cultivar IAC4440 em condig¢des
gnotobidticas).

Espécie Tratamentos Matéria seca
(g planta™)
ZAE9%4 Sem molibdénio 0,1603a
1,12 g molibdato de aménio 0,1573ab
2,25 g molibdato de amonio 0,1320c¢
1,12 g molibdato de sddio 0,0776f
2,25 g molibdato de sodio 0,1266¢
M130 Sem molibdénio 0,0633¢g
1,12 g molibdato de amdnio 0,1153d
2,25 g molibdato de amonio 0,1110d
1,12 g molibdato de sodio 0,1130d
2,25 g molibdato de s6dio 0,1486b
Testemunha 0,0916e
CV (%) 4,45

(WValores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade; ZAE94, Herbaspirillum seropedicae;
M130, Burkholderia sp.
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A adubagédo com 100 kg ha'! de N promoveu os maiores
ganhos de producgdo e actimulo de nitrogénio nos graos
(103 e 129%). No entanto, a inoculacdo de bactérias
diazotréficas com a adi¢do de molibdénio apresentou
potencial para utilizag@o.

Estes resultados corroboram os de Lantmann et al.
(1989), que salientam a importancia do molibdénio para
o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais, por
ele ter participacdo importante no metabolismo do
nitrogénio.

Mesmo sendo considerada como de baixo potencial
para a fixagdo bioldgica de nitrogénio (Oliveira, 1994), a
cultivar [AC4440 mostrou efeitos positivos da inoculacdo
tanto na producdo de graos quanto no actimulo de
nitrogénio nos graos.

As estirpes ZAE94 e M130, quando inoculadas
isoladamente, ndo apresentaram diferencas em relacdo a
testemunha sem inoculacdo, nitrogénio e molibdénio, mas
apresentaram incrementos na producdo de graos de 30 e
16%, respectivamente (Tabela 4). As plantas dessa cultivar,
com inoculagdo da estirpe ZAE94 e com 2,25 g de
molibdato de sédio, tiveram a producdo de grdos
estatisticamente iguais as plantas que receberam
100 kg ha'! de N.

Sundim et al. (2002) estudaram o efeito do molibdénio
associado ao nitrogénio e a bactérias diazotréficas em
diferentes cultivares de arroz, e observaram que a
aplicacdo de Mo associado a inoculacdo da bactéria
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) proporcionou
aumentos de 33 a 37% na producdo de graos,
dependendo da cultivar utilizada.

Maior acimulo de nitrogénio nos graos foi observado
nos tratamentos que receberam a adi¢do de molibdénio.
No tratamento com a estirpe M130 com 2,25 g de
molibdato de sédio, o aciimulo de nitrogénio nos graos foi
de 57% em relacdo a testemunha absoluta (Tabela 4).
Semelhantemente a cultivar IR42, 0 maior aumento tanto
na produgdo quanto no acimulo de N nos grios, ocorreu
em plantas adubadas com 100 kg ha™! de N (98 e 89%,
respectivamente). Pode ser observado o potencial de
utilizacdo de bactérias diazotréficas e molibdénio em
inoculante turfoso, pois, em alguns tratamentos,
mostraram-se estatisticamente iguais a adubacio
nitrogenada com 100 kg ha™! de N.

Guimaraes et al. (2003) estudaram o efeito da
inoculacdo de bactérias diazotréficas em arroz cultivado
sob condi¢des de campo e observaram que houve
respostas expressivas a inoculacdo com aumentos na
producdo de graos de até 50%, quando comparadas a
testemunha sem inoculacgao.
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Tabela 3. Efeito da adi¢do de molibdénio ao inoculante turfoso com bactérias diazotréficas sobre produgdo de graos e nitrogénio
total dos grios de arroz, cultivar IR42, em condigoes de casa de vegetagdo. Médias de quatro repeti¢des(h.

Espécie Tratamentos Produgio de griios (g planta™) N total (g planta™)
ZAE94 Sem molibdénio 17,00bcd 0,24bcd
1,12 g molibdato de amoénio 15,57¢cd 0,21cd
2,25 g molibdato de amdnio 19,54abc 0,28bc
1,12 g molibdato de sodio 15,78cd 0,21cd
2,25 g molibdato de sddio 15,26¢cd 0,24bcd
M130 Sem molibdénio 17,23bed 0,26bcd
1,12 g molibdato de amoénio 19,06abc 0,27bc
2,25 g molibdato de amdnio 21,70ab 0,32ab
1,12 g molibdato de sodio 18,70bc 0,23cd
2,25 g molibdato de sédio 17,67bc 0,24bcd
100 kg ha’ de N 24,17a 0,39a
Testemunha 11,87d 0,17d

(WValores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; ZAE94, Herbaspirillum seropedicae; M130,

Burkholderia sp.; o coeficiente de variacdo foi de 13,03%.

Tabela 4. Efeito da adi¢cdo de molibdénio ao inoculante turfoso com bactérias diazotrdficas sobre a producdo de grios e
nitrogénio total dos graos de arroz, cultivar ITAC4440, em condi¢des de casa de vegetagdo. Médias de quatro repetigdes).

Espécie Tratamentos Produgio de griios (g planta™) N total (g planta™)
ZAE9%4 Sem molibdénio 16,74bc 0,22b
1,12 g molibdato de amdnio 19,36abc 0,25b
2,25 g molibdato de amonio 18,58abc 0,26ab
1,12 g molibdato de sodio 15,25bc 0,26ab
2,25 g molibdato de sddio 20,19ab 0,26ab
M130 Sem molibdénio 14,94bc 0,21b
1,12 g molibdato de amdnio 19,02abc 0,22b
2,25 g molibdato de amdnio 18,61abc 0,25b
1,12 g molibdato de sodio 17,12bc 0,23b
2,25 g molibdato de sodio 18,35bc 0,30ab
100 kg ha’ de N 25,51a 0,36a
Testemunha 12,85¢ 0,19b

(WValores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade; ZAE94, Herbaspirillum seropedicae; M130,

Burkholderia sp.; o coeficiente de variacdo foi de 13,00%.

Conclusoes

1. As estirpes BR 11417 (ZAE94) e BR 11340
(M130) com molibdénio promovem actimulo de massa
de matéria seca nas plantas de arroz das cultivares IR42
e IAC4440 em condicdes gnotobidticas.

2. As estirpes BR 11417 (ZAE94) e BR 11340
(M130) com molibdénio contribuem para o aumento na
producdo de graos e para o acimulo de nitrogénio dos
graos em condicdes de vasos em casa de vegetacao.
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