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RESUMO

Avaliamos a capacidade da espécie Pseudomonas aeruginosa quanto a: fixacdo do nitrogénio
atmosférico, promog¢do de crescimento, sanidade e producdo de arroz, sob sistema de cultivo
em terras altas, no Maranhao, Brasil. Foram realizadas coletas uniformes de plantas de arroz de
terras altas, nos municipios maranhenses: Sao Mateus, Igarapé do Meio, Bacabal, Belagua,
Viana, Itapecuru, Sdo Bento, Presidente Juscelino, Sao Benedito do Rio Preto, Urbano Santos,
Matinha, Arari e Governador Newton Bello. Em seguida, foi realizado o isolamento bacteriano
das folhas e raizes do arroz, para posterior identificacdo molecular dos isolados. A atividade da
enzima nitrogenase (ARA) e a produgdo de dcido indol acético dos isolados, foram avaliadas
respectivamente pelo método de reducdo do acetileno e pelo método colorimétrico. Para os
experimentos de campo, foram considerados apenas os dois isolados de maior atividade da
nitrogenase. Foram instalados dois experimentos em dois anos consecutivos, ambos em blocos
a0 acaso, com sete tratamentos e quatro repeticdes em Santa Rita-MA (2018), e oito tratamentos
e quatro repeticdes em Pirapemas-MA (2019). Os tratamentos constituiram-se da
microbioliza¢do de sementes de arroz cultivar primavera, com duas cepas de Pseudomonas
aeruginosa, com e sem associacao a pulverizagdo da solucdo bacteriana e adubacdo NPK. Em
ambos os experimentos, os tratamentos controle foram designados como testemunha absoluta
(sem microbiolizacdo e adubo) e adubada. Foram obtidos 33 isolados bacterianos de arroz,
todos identificados como Pseudomonas aeruginosa. Os isolados identificados como P.
aeruginosa apresentaram proximidade filogenética com as espécies Comamonas sediminis,
Stenotrophomonas tumulicula, S. maltophhilia, Pseudomonas hibscicola, Raoultella
ornithinolytica, Celvibrio japonicus e Escherichia coli. Comprovamos a atividade da enzima
nitrogenase em 15 dos isolados de P. aeruginosa, 6 com ARA maior que 1, com maxima de 26,
66 nmolC>Hu/h. 6 isolados com ARA maior que 1 utilizados, produziram 4cido indol acético,
com variacdes de 18,00 a 18,23 ug.L'!. Constatou-se efeito significativo da bactéria sobre a
germinagdo (%) e altura inicial das plantas (cm), massa de 1000 graos (g), percentual de graos
inteiros, matéria seca da planta (g), nimero de paniculas, altura total no final do ciclo (m), teor
de nitrogénio na parte aérea e graos de arroz, e reducdo da severidade das doencas mancha
parda, mancha foliar e escaldadura. Os tratamentos sob influéncia de P. aeruginosa foram
iguais ou superiores a testemunha adubada evidenciando o potencial de uso da bactéria como

alternativa econdmica e ecoldgica ao uso excessivo de fertilizantes e pesticidas.

Palavras-chave: Oryza sativa. Assimilagdo de nitrogénio. Bactérias diazotroficas
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ABSTRACT

We evaluated the capacity of the species Pseudomonas aeruginosa in terms of: fixing
atmospheric nitrogen, promoting growth, health and rice production, under a system of
cultivation in highlands, in Maranhao, Brazil. Initially, uniform collections of upland rice plants
were carried out in the municipalities of Maranhdo: Sao Mateus, Igarapé do Meio, Bacabal,
Belagua, Viana, Itapecuru, Sao Bento, Presidente Juscelino, Sao Benedito do Rio Preto, Urbano
Santos, Matinha, Arari and Governador Newton Bello. Then, bacterial isolation of the leaves
and roots of rice was carried out, for later identification of the isolates. The activity of the
nitrogenase enzyme and the production of indole acetic acid of the isolates were evaluated
respectively by the acetylene reduction method and by the colorimetric method. For field
experiments, only the two isolates with the highest nitrogenase activity were considered. Two
experiments were installed in two consecutive years, both in randomized blocks, with seven
treatments and four repetitions in Santa Rita-Ma (2018), and eight treatments and four
repetitions in Pirapemas-MA (2019). The treatments consisted of the microbiolization of rice
seeds cultivar primavera, with two strains of Pseudomonas aeruginosa, with and without
association with the spraying of the bacterial solution and NPK fertilization. In both
experiments, the control treatments were designated as absolute control (without
microbiolization and fertilizer) and fertilized. 33 bacterial rice isolates were obtained, all
identified as Pseudomonas aeruginosa. The isolates identified as P. aeruginosa showed
phylogenetic proximity to the species Comamonas sediminis, Stenotrophomonas tumulicula, S.
maltophhilia, Pseudomonas hibscicola, Raoultella ornithinolytica, Celvibrio japonicus and
Escherichia coli. We verified the activity of the nitrogenase enzyme in 15 of the P. aeruginosa
isolates, 6 with ARA greater than 1, with a maximum of 26, 66 nmolC2H4 / h. 6 isolates with
ARA greater than 1 used, produced indole acetic acid, with variations from 18.00 to 18.23 ug.L-
1.There was a significant effect of the bacteria on germination (%) and initial height of the
plants (cm), mass of 1000 grains (g), percentage of whole grains, dry matter of the plant (g),
number of panicles, total height in the end of the cycle (m), nitrogen content in the aerial part
and grains of rice and reduction in the severity of diseases brown spot, leaf spot and scald. The
treatments under the influence of P. aeruginosa were equal or superior to the fertilized control,
showing the potential of using the bacterium as an economical and ecological alternative to the
excessive use of fertilizers and pesticides.

Key words: Oryza sativa. Assimilation of nitrogen. Diazotrophic bacteria.
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CAPITULO 1

Pseudomonas aeruginosa: FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO, PROMOCAO
DE CRESCIMENTO, SANIDADE E PRODUCAO DE ARROZ DE TERRAS ALTAS
NO ESTADO DO MARANHAO
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de relevante importincia socioecondmica,
servindo como alimento bésico para cerca de 50 % da populagdo humana em todo o mundo
(ZHONG et al., 2019). Esta cultura caracteriza-se por apresentar alta demanda por nutrientes,
sendo o nitrogénio um dos principais fatores limitantes a sua produtividade. Este elemento tem
efeito direto sobre o crescimento das plantas, florescimento e produtividade de graos. A alta
eficiéncia de seu uso € desejavel para as cultivares de arroz, especialmente nos sistemas
agricolas com baixo emprego de tecnologia (FIDELIS et al., 2012), como ocorre na agricultura
familiar dos trépicos imidos.

Dessa forma, o manejo do nitrogénio tem sido uma das praticas agricolas mais
estudadas no sentido de melhorar a sua eficiéncia de uso, pois apesar de abundante na natureza,
a maior parte do nitrogénio do solo se encontra em combinacdes organicas, ndo assimildveis
pelos vegetais (OKUMURA et al., 2011). Vale ressaltar ainda, que a adubagdo nitrogenada,
além de onerar os custos da produgdo, € um dos principais contribuintes da poluicao ambiental,
principalmente por contaminagdo do lencol freatico (CARVALHO; ZABOT, 2012).

Entre as principais alternativas para aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes
quimicos, visando a reducao da quantidade aplicada em ambientes de produgdo agricola, estd o
uso de inoculantes que contém bactérias diazotréficas (SPAOLAOR et al., 2016). Tais
bactérias, além de fixar nitrogénio atmosférico, podem promover o crescimento vegetal, bem
como induzir a resisténcia a fitopatégenos (BALDOTTO et al., 2010).

Estudos recentes, apontam a associacdo de espécies do género Pseudomonas, com
sistema radicular de plantas de arroz, destacando-as como microrganismos que além de fixar
nitrogénio atmosférico, também sdo capazes de produzir 4cido indol acético (AIA) e atividades
de protease, catalase e urease, contribuindo de forma significativa com melhorias nos aspectos
sanitdrios e produtivos das plantas (FERREIRA et al., 2014; PHAM et al., 2017; GUPTA et al.,
2020). Assim, a inoculag@o de espécies deste género, pode ser uma alternativa ecologica e
economicamente vidvel a adubacdo nitrogenada em diferentes culturas, inclusive no arroz.

Com base neste enfoque, o objetivo da pesquisa foi avaliar a capacidade da espécie
Pseudomonas aeruginosa, na fixacdo do nitrogénio atmosférico, promog¢io de crescimento,

sanidade e produgdo de arroz, sob sistema de cultivo terras altas, no Maranhao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A Cultura do Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) ao longo do seu processo evolutivo adaptou-se aos mais
variados ambientes, com diferentes condicdes edafocliméticas ao redor do mundo. O grao esta
entre os principais cereais consumidos no mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, sendo cultivado em diferentes ecossistemas, € em temperaturas e regimes
hidricos distintos (TERRA, 2013).

Esta espécie € uma monocotiledonea, pertencente a familia Poaceae, a qual abriga em
torno de 23 espécies. O arroz € uma herbdcea que apresenta ramificacdoes secunddrias nas
paniculas, espiguetas persistentes no pedicelo e ligulas com até 10 mm de comprimento. O
sistema radicular da planta é constituido por numerosas raizes fibrosas, longas e finas que
permitem sua rapida fixacdo no solo. De modo geral, o desenvolvimento do arroz ocorre em
trés etapas: fase vegetativa, que € o periodo compreendido entre a germinaciao da semente e a
iniciagdo da panicula; fase reprodutiva, que compreende da iniciagdo da panicula ao
florescimento, normalmente, requer 35 dias em condigdes tropicais; e fase de maturagdo que
ocorre do florescimento a maturacdo dos grios, durando de 30 a 35 dias, com estadios

fenolégicas distintos (Figura 1) (BOREM; RANGEL, 2015).

Figura 1. Estddios fenoldgicos da cultura do arroz.

72/98

Plantio Final Diferenciacdo Florescimento Coltheita
Perfilhamento Floral
e . i .
T - T -

Fase Vegetativa Fase Reprodutiva

Fonte: adaptado de COUNCE et al. (2000), apud PINHEIRO e HEINEMANN [s.d.].
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Existem dois tipos principais de sistemas de cultivo de arroz no Brasil, o sistema de
cultivo de terras altas ou sequeiro, que se localiza nas savanas do pais, possui grande relevancia
socioecondomica na América do Sul (HEINEMANN et al., 2019), e o sistema de arroz irrigado
ou de terras baixas, em sua grande maioria localizado na regido sul do pais, suprindo cerca de
80 % da demanda brasileira pelo arroz em aproximadamente 6 milhdes de hectares (THEISEN
et al., 2017).

No Maranhdo, o arroz € cultivado em praticamente todos 0s municipios, com
predominio do sistema de sequeiro, responsavel por cerca de 95 % da produgdo e por 98 % da
area cultivada (ZONTA; SILVA, 2014). Dentre as caracteristicas da orizicultura maranhense,
destaca-se a alta dispersdo da producdo de arroz, quando comparado a outros estados
brasileiros. O arroz produzido no estado do Maranhdo, em sua quase totalidade, encontra-se em

lavouras com menos de 50 ha e com uso de baixa tecnologia (BUOSI et al., 2013).

2.1.1 Importancia socioeconémica do arroz

O arroz € cultivado em todos os continentes do mundo, destacando-se em primeiro
lugar o continente asidtico, responsdvel por aproximadamente 82,1% da producdo mundial,
seguido dos continentes africano com 4,75 %, americano com 4,62 %, europeu com 0,52 % e
oceanico com 0,1 % (FAQO, 2018).

Ainda segundo dados da FAO (2018), a espécie estd entre os trés cereais mais
importantes para a economia global, ocupando o segundo lugar em producdo e extensdo de drea
cultivada, com aproximadamente 30% da producdo de cereais no mundo. Os dados mais
recentes para producdo mundial da cultura constam em 782 milhdes de toneladas no ano de
2018, com 4rea plantada de 167,1 milhdes de hectares e produtividade média de 4,7 T hal.

O Brasil ocupa a sétima posi¢ao no ranking mundial de producao de arroz, com 11,7
milhdes de toneladas em 2018 (FAO, 2018). A regidao Nordeste € a terceira maior produtora de
arroz no pais, com 525,9 mil toneladas na safra 2017/2018 e 323 mil toneladas na safra
2018/2019. Dentre os estados produtores da regido Nordeste o Maranhdo alcancou a primeira
posicdo na safra 2017/2018, contribuindo com 320,9 mil toneladas, equivalentes a 61,02% da
producdo naregido. Na safra 2018/2019 o estado manteve-se na primeira posi¢cdo com produgdo
de 167,25 mil toneladas, representando 31,80% da producao do Nordeste. (CONAB, 2019)

A crescente demanda por arroz, associada a importancia socioecondmica do cereal e a

crise ambiental mundial, justifica o enfoque dos estudos para producdo sustentdvel da cultura,
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com menor utilizagdo de insumos externos e favorecimento das interagdes benéficas dentro dos
agroecossitemas produtivos.

As doengas que acometem a espécie O.sativa constiruem-se na principal causa de
danos econdmicos a orizicultura, com reducdo expressiva da produtividade (NALLEY, et
al.,2016). Em funcdo da importancia econdmica da cultura e visando a reducdo de impactos
ambientais e custos de produgdo, o manejo alternativo de doengas, através do uso de bactérias
diazotréficas, como biopesticidas, tem ganhado espago na orizicultura (YASMIN et al., 2016;

SOUZA JUNIOR et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019).

2.1.2. As principais doencas do arroz

As doengas causadas por fungos sdo os principais problemas da orizicultura mundial,
uma vez que, em todas as fases de desenvolvimento, o arroz pode ser afetado por fungos que
reduzem a produtividade e comprometem a qualidade dos grdos, bem como a qualidade
fisiologica das sementes (SANTOS et al., 2011). A incidéncia e severidade das doencas
dependem da ocorréncia do patégeno virulento, do ambiente favordvel e da suscetibilidade da
cultivar (SANTOS; SANTIAGO, 2014).

Dentre as principais doencas que acometem a espécie O. sativa causando danos
econdmicos, destacam-se a Brusone (Pyricularia grisea fase imperfeita (anamorfo) (Cooke)
Sacc), cuja forma perfeita (teleomorfo) é Magnaporthe grisea (T.T Herbet) M.E.Barr, Mancha
Parda (Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker [Cochiobolus miyabeanus (Ito &
Kuribayashi) Drechsler & Dastur]), Mancha Estreita (Sphaerulina oryzina K. Hara [Cercospora
oryzae Miyake, syn. Cercospora janseana (Racib.) O. Constant.]), Escaldadura (Gerlachia
oryzae Hashioka &Yokogi) (SILVA LOBO; FILLIPPI, 2017) e Mancha Foliar (Curvularia
lunata) ( Figura 2) (OLIVEIRA, 2017).



21

Figura 2. Aspecto visual de plantas de arroz acometidas das doengas Brusone (A),

Mancha Parda (B), Mancha Estreita (C), Escaldadura (D) e Mancha Foliar (E).

Segundo Malavolta et al. (2009) a brusone € a principal doenga do arroz, especialmente

porque o agente etioldgico, Magnaporthe grisea ¢ um microrganismo que apresenta alta
variabilidade patog€nica, com existéncia de grande nimero de ragas fisioldgicas. De modo
geral, os sintomas da doenga iniciam-se nas folhas, com pequenos pontos castanhos que
aumentam e formam as lesdes tipicas elipticas, com centro geralmente cinza e as bordas
marrons, as vezes circundadas por um halo amarelado. Essas lesdes aumentam em tamanho e
em nimero, podendo se juntar, queimar e provocar a morte das folhas e, muitas vezes, da planta.

As infecgdes causadas por M. grisea ocorrem ainda na auricula e ligula da folha
bandeira, nos nds e colmos, apresentando-se com manchas marrons, podendo causar necrose
total da parte atingida, impedindo a circulacdo da seiva e produzindo paniculas com graos
chochos. A infeccdo do né da base da panicula é conhecida como “brusone do pesco¢o”. Os
grdos das paniculas atacadas logo apds a emissdo até a fase de grao leitoso ficam totalmente
chochos, ja aqueles atacados mais tarde, sofrem reducdo no peso. Vale ressaltar que diversas
partes da panicula, como riquis, pedicelos, ramificacdes primdrias e secunddrias também
podem ser infectadas (SILVA LOBO; FILIPPI, 2017).

Ludwig et al. (2009) destacam a mancha parda causada por Bipolaris oryzae, como
uma doenca de elevada importancia econdmica para a cultura do arroz. De forma geral, os

sintomas da doenga caracterizam-se por lesdes circulares ou ovais, de coloragdo marrom, nas
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folhas e graos. Os seus danos vao desde a reducdo no percentual de germinacao das sementes,
no estabelecimento de plantas e na drea fotossintetizante, at€é manchas nos graos que causam
depreciacdo do produto e geram perdas durante o beneficiamento.

No que se refere a mancha estreita, causada por Cercospora janseana, os sintomas
tipicos sdo caracterizados pelo préprio nome da doenca. As manchas foliares t€ém formato
estreito (linear) e alongado, nao atingindo mais do que 1-2 espagos internervuras, no sentido
transversal. Normalmente as lesdes apresentam coloracdo pardo-avermelhada e possuem em
média de 2 a 10 mm de comprimento € 1 mm de largura, mas podem coalescer. Vale ressaltar
que também podem aparecer sintomas na bainha da folha, no dltimo né do colmo e nas
paniculas (NUNES, 2013).

A escaldadura (Gerlachia oryzae) € considerada uma das doencas foliares mais
importantes e danosas ao arroz. Ocorrendo em niveis elevados em todas as regides orizicolas
do Brasil, a doenga esté associada ao uso de cultivares suscetiveis. Os sintomas iniciam-se pelas
extremidades apicais das folhas ou pelas bordas das laminas foliares. Primeiramente as manchas
nao apresentam margens bem definidas e sdo de coloragdo verde-oliva; Posteriormente as lesdes
apresentam sucessoes de faixas concéntricas, alternando faixas marrom-claras e escuras. As
lesdes coalescem, causando seca e morte das folhas. As lavouras afetadas apresentam
amarelecimento geral, com as pontas das folhas secas. Em condicdes desfavordveis ao
desenvolvimento da doenca, os esporos produzem vérias pontuacdes pequenas de coloragdo
marrom-clara e, geralmente, sdo confundidos com outras doengas. Sintomas semelhantes
podem ser vistos nas bainhas. O fungo infecta os grdos, causando pequenas manchas do
tamanho de uma cabeca de alfinete e, em casos severos, provocam descoloracio das glumelas,
deixando-as com a coloracdo marrom-avermelhada (SILVALOBO; FILIPPI, 2017).

A mancha foliar (Curvularia lunata), apesar de ocorréncia mais rara em relacdo as
outras doencas do arroz, também tem importancia econdmica para a cultura. O patégeno
permanece na planta durante todo o ciclo provocando manchas irregulares que coalescem e
reduzem a drea fotossintética da folha, além de manchas e deformacdo também nos graos

(SILVA et al., 2014).

2.2, Interacido Planta e Microrganismo

A compreensao das relacdes ecoldgicas entre as comunidades microbianas, bem como
de suas funcdes e possiveis interacoes com as plantas dentro dos agroecossistemas, é

fundamental para a sustentabilidade agricola.
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De modo geral, essa interagdo entre microrganismos e plantas, pode ser maléfica ou
patogénica, quando microrganismos causam doengas as plantas (VERGARA et al., 2019), e
benéfica ou simbidtica (Figura 3), quando tanto os microrganismos quanto as plantas se
beneficiam. Desta forma, enquanto as plantas fornecem carboidratos aos microrganismos, estes
auxiliam principalmente na promogao de crescimento vegetal, fixacao de nitrogénio e controle

doencas (OLDROYD, 2013).

Figura 3. Interacdes das bactérias na promoc¢do do crescimento das plantas e da

sanidade vegetal.
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Fonte: GARCIA et al. (2015).

Competicao por nutrientes

Dentre os organismos do solo capazes de estabelecer simbiose com culturas agricolas,
os diazotréficos assumem destaque nas pesquisas, uma vez que, além de fornecerem nitrogénio
as plantas, promovem o crescimento vegetal, e desta forma, o uso de inoculantes desses
organismos, constitui-se numa promissora alternativa tanto para reducdo de custos na produgao,
quanto para reducao dos impactos ambientais negativos (MOREIRA et al., 2010; IKEDA et al.,
2014; SPOLAOR et al., 2016).

Calculos da contribuicdo de N fixado para gramineas estdo em torno de 25 a 50 kg
N/ha/ano o que equivale ao suprimento médio de cerca de 17 % das demandas das culturas.
Considerando a importancia das espécies produtoras de graos, a exemplo o arroz, esta taxa de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), mesmo baixa representa uma grande economia nos
custos de produ¢dao (MOREIRA et al., 2010).

Além das bactérias diazotroficas, as Rizobactérias Promotoras de Crescimento em

Plantas (RPCP), também tém sido bastante estudadas, devido a capacidade de colonizacao de
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raizes, estimulando-as diretamente ou beneficiando o crescimento/desenvolvimento vegetal
através da sintese de 4cido indol acético (AIA) (PEDRINHO et al., 2010).

Vale ressaltar, que a promocao de crescimento vegetal pode ocorrer de forma direta,
pela fixagdo bioldgica de nitrogénio, producdo de fitormonios, como AIA, disponibilidade de
nutrientes por meio de solubilizacdo de fosfato e producao de sider6foros ou de forma indireta,
por meio da produgdo de substincias inibidoras do crescimento de fitopatégenos, entre outros
(IKEDA et al., 2014).

Estudos recentes comprovam a associacdo benéfica entre bactérias diazotréficas e as
RPCP com a cultura do arroz (FERRERA et al., 2014; GARCIA et al., 2015; YASMIN et
al.,2016; PHAM et al., 2017), no entanto, alguns aspectos ainda precisam ser mais bem
investigados, tais como: os mecanismos envolvidos na interacao entre as bactérias e as plantas
hospedeiras, a influéncia do gendtipo dos cultivares de arroz na selecdo das bactérias, e as

interacdes entre as espécies de bactérias e seus fitopatdégenos e pragas (GARCIA et al., 2015).

2.2.1 Fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN)

O nitrogénio (N) € um elemento essencial para a manutencdo das células vivas,
fazendo parte de moléculas organicas, como proteinas e aminodcidos. Em geral, a concentracio
desse nutriente no tecido vegetal pode variar de 2 a 4 %, e a demanda por N das culturas
agricolas é expressiva. A aplicacdo de N no solo € inerente a produtividade elevada das culturas
agricolas, no entanto, o N aplicado estd sujeito a transformacdes e movimentagdes no solo,
resultando em perdas, que podem variar de acordo com o clima, as propriedades quimicas e
fisicas do solo, o estadio fenoldgico da planta e também a atividade microbiana no solo
(MENGEL; KIRKY, 1987; OSORIO FILHO et al., 2016).

A FBN é um processo enzimdtico realizado por microrganismos simbidticos e
assimbidticos fixadores de nitrogénio. Esses microrganismos sdo chamados de diazotréficos e
assumem papel importante no ciclo do nitrogénio: a fixagdo do N* atmosférico no solo, na forma
de amonio, assimildvel pelas plantas (LI et al., 2019) (Figura 4). Segundo Rascio e La Rocca
(2013) esse processo de fixacao realizado por bactérias € capaz de fornecer aos ecossistemas

cerca de 200 milhdes de toneladas de N por ano.



25

Figura 4. O ciclo do Nitrogénio (N).
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Fonte: adaptado de ALVES (2019).

Os microrganismos conduzem o ciclo do nitrogénio através da fixa¢do do nitrogénio a
amonia. Tradicionalmente, a agricultura depende de rotagdes que exploram o nitrogénio fixado
por rizébios simbidticos em leguminosas, residuos reciclados e esterco, que a atividade
microbiana mineraliza para liberar amOnia ou nitrato, sem grandes custos para o meio ambiente
(HIRSCH; MAUCHLINE, 2015).

Atualmente, com o aumento da demanda por alimentos no planeta, o processo
industrial de utilizacdo do N para ser fornecido para as plantas na forma de amonio € realizado
pela técnica de Haber-Bosch, a custa de grandes gastos energéticos e de combustiveis fosseis
sob altas temperaturas (300 a 500 C°) e pressao (20 a 30 MPa), além da emissao gases do efeito
estufa como o CO, (XUE et al., 2019).

Por conta desse processo oneroso e prejudicial ao meio ambiente, tem se procurado
meios alternativos de suprir este nutriente tdo primordial ao desenvolvimento das grandes
culturas (TAULE et al., 2012; KE et al., 2019; BANIK et al., 2019). Neste sentido, a fixacao
bioldgica de nitrogénio em plantas ndo leguminosas como arroz, milho (Zea mays L.), cana-de-

acucar (Saccharum officinarum L.), entre outras, constitui-se numa alternativa promissora e
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eficiente, no entanto trata-se de uma interacdo complexa entre as plantas, os microrganismos e
0s ecossistemas.

Estudos recentes tém demonstrado o potencial da FBN em gramineas, a exemplo,
Urquiaga et al. (2012) relataram ganhos de até 40 kg de N ha! ano™! oriundos da FBN, em cana-
de-acicar. De forma semelhante Ferreira et al. (2010) e Ramos et al. (2010) obtiveram
resultados positivos para a inoculacdo de bactérias do género Herbaspirillum e Azospirillum
respectivamente no arroz € milho. Os autores relataram aumento de 13 % na producdo e 19,4
9% no N-total dos graos na variedade de arroz IAC4440, em relacdo ao controle, bem como
descreveram maiores alturas para o milho inoculado, em relag@o a testemunha.

No referente ao arroz, Bortolini (2015) estudando o efeito da inoculagdo de
Enterobacter oryzendophyticus (UFSM-11) e Herbaspirillum frigiense (UFSM-13) na cultivar
IRGA-409, descreveram incrementos de respectivamente 13 % e 16 % na producio de massa
fresca se comparado ao tratamento sem inoculacdo. Os autores também obtiveram maior
acumulo de N na massa fresca do arroz, quando houve inoculacio, sendo descritos aumentos
de 22 % (UFSM-11) e 17 % (UFSM-13).

Vale ressaltar que a capacidade de bactérias para colonizar, fixar e transferir
nitrogénio, em simbiose com plantas de arroz, bem como a ocorréncia e a compreensao dos
mecanismos envolvidos na intera¢do planta/microrganismo/ambiente, além do conhecimento
da variabilidade genética tanto nos microrganismos potencialmente fixadores como nos
gendtipos de arroz, t€ém ganhado espaco entre as pesquisas (FAGUNDES et al., 2012), mas

ainda necessitam ser mais bem investigados.

2.2.2. Promocao de crescimento vegetal

Recentes progressos no entendimento da diversidade e uso de bactérias promotoras de
crescimento, assim como sua pluralidade e habilidade de colonizacdo de tecidos nas plantas e
seu modo de agdo, tém contribuido para avancos na producdo agricola. No entanto, ainda é
necessario compreender melhor, como a produgdo de substincias promotoras de crescimento
afeta a morfologia das plantas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

O crescimento vegetal pode ser promovido por bactérias promotoras de crescimento
das plantas (BPCP) através de mecanismos, tais como fixacdo do nitrogénio atmosférico,
producdo de enzimas e compostos para o crescimento vegetal, e também através da protecao
contra o efeito de fitopatogenos (GLICK, 2005; OLDROYD, 2013). Entre os géneros

bacterianos mais citados e estudados na promocao de crescimento vegetal, de forma direta ou
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indireta, estdo Pseudomonas, Azospirillum, Enterobacter, Rizobium, Bacillus e
Stenotrophomonas. De forma geral, quando em associagdo, essas bactérias promovem um
aumento substancial da drea da raiz, proporcionando maior eficiéncia na absorcao de dgua do
solo, além de maior disponibilidade de macro e micronutrientes as plantas (BERG, 2009).

Em relacdo aos mecanismos de acdo direta relacionados as BPCP, estd a capacidade
de obter nutrientes e melhorar o crescimento das plantas modulando os hormoénios relacionados
ao crescimento, o que pode ajudar as plantas a crescerem melhor sob condi¢des normais e
estressadas. Indiretamente, tais bactérias melhoram o crescimento das plantas, combatendo os
fitopatégenos usando mecanismos como a producdo de antibidticos e enzimas liticas,
indisponibilidade de nutrientes para os patégenos e mecanismos primdrios de defesa das
plantas, protegendo as plantas de futuros ataques de patogenos (MILIUTE et al., 2015; MA et
al., 2016).

Atualmente, muitos estudos tém relatado resultados positivos em funcdo dos
mecanismos diretos e indiretos na promog¢do de crescimento vegetal, a exemplo, Santos et al.
(2017), comprovaram a capacidade de Azospirillum brasilienses em promover o crescimento
vegetal, devido a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Os autores constataram
incrementos de 30 % e 40 % respectivamente para raiz e massa seca da parte aérea do trigo,
quando houve a inoculacdo da cepa Azospirillum brasilienses (HMos3) excretora de amonio.

De forma semelhante Georgieva et al. (2018) também expuseram resultados positivos
e promissores referentes a promog¢do de crescimento, com espécies do género Pseudomonas,
mas desta vez de forma indireta, através da promocdo de enzimas degradadoras da parede
celular. Os autores comprovaram a atividade proteolitica e quitinolitica em cepas de
Pseudomonas (P. putida BTCC1046, P. putida Or5 e Pseudomonas sp. 1S4), ambas as
atividades enzimaticas de grande importincia na defesa de plantas contra a invasdo por parte
de fitopatégenos.

Toda via Osério Filho et al. (2016) relataram que os rizébios, apesar de ndo fixarem
nitrogénio (N) quando associados ao arroz, podem estimular o crescimento radicular e aumentar
o aproveitamento dos nutrientes do solo, incluindo o N. Os autores descreveram que a
inoculacdo de rizébios incrementou a producdo de matéria seca e parte aérea das plantas de
arroz em 19 %, além disso, aumentou o perfilhamento e a absorcdo de N. Segundo os autores,
a inoculacdo de rizobios em arroz, embora ndo dispense a adubac¢do nitrogenada, tem potencial

para aumentar a producio e a eficiéncia do uso do N.
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Ja Ferreira et al. (2014) afirmam o potencial do género Pseudomonas na promogao de
crescimento de plantas de arroz de forma direta e indireta. Os autores relataram que P21, uma
estirpe de Pseudomonas spp. apresentou capacidade de produg¢do de dcido indol acético,
fixacdo bioldgica de nitrogénio, atividades de protease, catalase e uréase, e entre as
bactérias avaliadas em seu estudo (Burkholderia spp., Rhizobium spp., € Pseudomonas spp.) a
estipe de Pseudomonas spp. apresentou maior capacidade de interagir com  diferentes
gendtipos  de  arroz, tendo proporcionado diferenga  significativa para oS

parametros relacionados a parte aérea e ao sistema radicular, quando comparados ao controle.

2.2.3. Microrganismos como agentes de biocontrole de doencas

A associacdo de plantas com microrganismos tem papel fundamental no
desenvolvimento e sanidade vegetal, sendo em sua maioria, os mecanismos de combate a
doengas, relacionados ao proprio desenvolvimento da planta (BERG, 2009).

Dentre as diferentes formas de interagcdes, o estabelecimento da associagdo planta-
microrganismo no sistema radicular ¢ fundamental para a resposta quimiostatica do enddéfito
aos exsudatos radiculares. No entanto, a colonizagdo bacteriana da rizosfera ou da superficie da
planta € complexa, envolvendo genes e outros metabdlicos das bactérias. No processo de
colonizacdo ocorrem multiplas etapas, que iniciam com o deslocamento do microrganismo em
direcdo ao sistema radicular, seguido da adesdo e distribuicdo ao longo das raizes, de forma a
garantir a sobrevivéncia e o crescimento da populacio de endofiticos (GIRI; DUDEJA, 2013).

Garcia et al. (2015), destacam as RPCP como procariotos eficientes no controle
bioldgico de doencas através de mecanismos como a liberagdo de metabdlitos antimicrobianos,
degradacao da parede celular de patégenos através da producao de enzimas liticas, competi¢ao
por nutrientes e inducdo de resisténcia sistémica nas plantas. Entretanto, segundo os autores, as
bactérias endofiticas, com cardter diazotréfico (BECD), possuem vantagem em relacdo as
rizobactérias no que se refere ao estimulo do crescimento vegetal e ao controle bioldgico, uma
vez que além de fornecerem nitrogé€nio, também promovem o crescimento vegetal e induzem a
resisténcia a fitopatégenos.

Brito et al. (2018) avaliaram o potencial de estirpes bacterianas (Acinetobacter
johnsonii (Bouvet and Grimont), Burkholderia ambifaria (Coenye) e Burkholderia sp.) na
inibicdo do desenvolvimento de fungos fitopatogénicos (Giberela zeae (Schwein.) Petch,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Bipolaris sorokiniana e Colletotrichum musae (Berk.

& M.A.Curtis) Arx) comuns na cultura do milho. Os autores comprovaram a a¢do antagdnica
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de todas as bactérias na reducdo do crescimento flingico, no entanto, Burkholderia sp. se
destacou no controle de 36 %, 26 % e 32 %, respectivamente para os fungos C. musae, M.
phaseolina e G. zeae.

De forma semelhante, Souza Junior et al. (2017) avaliaram o efeito de combinacdes
de bactérias (Pseudomonas synxantha - DFs185, P. fluorescens - DFs223 e Bacillus sp. -
DFs416 e DFs418) no biocontrole da brusone (Pyricularia grisea), mancha parda (Bipolaris
oryzae) e escaldadura (Gerlachia oryzae) em plantas de arroz. Os autores concluiram que as
combinacdes das bactérias, quando microbiolizadas em sementes de arroz, ampliaram o
espectro de acdo para o controle das doencas foliares, sendo superior ao tratamento com
fungicida Carboxin Thiram. Apesar de recentes € em nuimero limitado, os estudos sobre

microrganismos como agentes de biocontrole de doencas apresentam resultados promissores.

2.3. Aspectos Gerais do Género Pseudomonas associado a agricultura

O género Pseudomonas € constituido por espécies compostas de bastonetes Gram-
negativo, onipresente em 4guas e solos, sendo uma das bactérias mais adaptaveis a varios
ambientes. O gé€nero apresenta ainda grande capacidade de biodegradacao de muitos compostos
organicos (YONG et al., 2019). Na agricultura, o género tem sua importancia reconhecida
principalmente no crescimento de plantas e controle de doencas (GARCIA et al. 2015) no
entanto, pesquisas também apontam o potencial para fixacdo do nitrogénio atmosférico (PHAM
et al., 2017). As principais caracteristicas de Pseudomonas spp., sdo: rapido crescimento in
vitro, répida utilizacdo de exsudados de sementes em germinacdo e raizes, colonizagdo e
multiplicagdo na rizosfera e no interior de plantas, producao de grande variedade de metabdlitos
(antibidticos, sider6foros e substancias promotoras de crescimento) e competi¢do contra outros
microrganismos (CAMPOS, 2010).

Dentre as espécies do género, destacam-se nos estudos de ambito agricola, ora como
organismos diazotréficos, ora como bactérias promotoras de crescimento e/ou agentes de
biocontrole de doengas, as espécies P. Aeruginosa (Schtoeter) Migula, P. fluorensces Aur, P.
putida (Trevisan) Migula, P. korensis sp. (Kwon), P. fuscovaginae sp. (Tanii) Miyajima, dentre
outras (WAHAB et al., 2015, GARCIA et al.,2015, ANNAPURNA et al., 2017, PHAM et
al., 2017, MELIANE et al., 2017, LIN et al., 2016).

Na figura abaixo, segue o aspecto visual do crescimento de Pseudomonas

aeruninosd.



Figura 5. Aspecto visual do crescimento de Pseudomonas aeruginosa.
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Potencial de Pseudomonas aeruginosa na atividade da nitrogenase e producao de acido

indol acético

Sumario

A capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio e promocido de crescimento por
microrganismos em associacao benéfica com culturas de interesse economico tem sido
bastante estudada nos ultimos anos. O objetivo do trabalho foi identificar e avaliar o
potencial de isolados bacterianos de Pseudomonas aeruginosa, obtidos de plantas de arroz
de terras altas, no Estado do Maranhao, Brasil, quanto a atividade da enzima nitrogenase
e de acido indol acético. Para a identificacao dos isolados realizou-se a amplificacdo e
sequenciamento do gene 16S rDNA e posteriormente, a atividade da enzima nitrogenase
foi avaliada pelo método de reducao do acetileno (ARA). A producio de acido indol
acético foi determinada pelo método colorimétrico e os dados foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de Tukey (p < 0.05). Foram obtidos 33 isolados bacterianos
endofiticos de arroz, com proximidade filogenética com as espécies Comamonas sediminis,
Stenotrophomonas tumulicula, S. maltophilia, Pseudomonas hibscicola, P. donghunensis, P.
sthuiensis, P. guguanesis, Raoultella ornithinolytica e Celvibrio japonicus. Comprovou-se
atividade da enzima nitrogenase em 15 isolados, com variacao de 0.05 a 26.66 nmol C2H4
hl, bem como a produciio de 4cido indol acético em seis isolados, com variacio de 18 a

18.23 pg.LL

Introducao
A sustentabilidade agricola tem sido o maior desafio dos ultimos séculos, uma vez que, o

crescimento continuo da populacdo acelera o aumento da demanda por alimentos e desta forma,
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pressiona a agricultura a intensificar as praticas agricolas, a0 mesmo tempo em que seus
impactos ambientais negativos também precisam ser minimizados (Godfray et al., 2010).
Atualmente a agricultura moderna tem simplificado os agroecossistemas, substituindo os
servigos ecossistémicos, pelo aumento de insumos externos de energia e agroquimicos, como
os pesticidas, herbicidas e fertilizantes. No entanto, estudos apontam que apesar da
intensificacdo de préticas agricolas convencionais, a produtividade de culturas alimentares de
alta demanda, j4 estabilizou em muitos paises, a expensas de danos quase que irrepardveis como
alteracdo climética e redugdo da biodiversidade (Bommarco et al., 2013), especialmente devido
a contaminacao e polui¢do pelo uso excessivo de fertilizantes (Kamga et al., 2013).

Com base nesse enfoque, a busca por métodos alternativos em fun¢do da sustentabilidade é
cada vez mais frequente e nas ultimas décadas houve um aumento expressivo de pesquisas que
visam compreender a dindmica e contribuir para o entendimento dos fatores relacionados a
fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) para o desenvolvimento de culturas agricolas (Breda et
al., 2019). A incorporacdo de nitrogénio nos diferentes ecossistemas do planeta, via FBN, faz
parte dos ciclos biogeoquimicos naturais e s6 € possivel na presenga do complexo enzimatico
nitrogenase, presente em algumas espécies de bactérias que podem ser de vida livra ou viver
em associagdes. O entendimento desse processo biolégico abrange conhecimentos das espécies
capazes de fixarem nitrogénio e sua classificacdo filogenética ( Freitas e Rodrigues, 2010) O
gene 16S rDNA tem sido amplamente utilizado com finalidade taxondmica e filogenética,
desempenhando papel fundamental na identificagdo precisa de bactérias (Mus et al., 2016) que
compdem a diversidade de microrganismos diazotréficos e desta forma possibilita o emprego
desses, como inoculantes em culturas agricolas, especialmente nos cereais, com resultados
positivos e promissores (Ke et al., 2019).

Pesquisas relatam que bactérias dos géneros Azospirillum, Bacillus, Enterobacter e

Pseudomonas, apresentam potencial para incrementar o contetido de nitrogénio na planta e
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aumentar sua produtividade, bem como induzir a producio do Acido Indol Acético (AIA) e
ainda atuar como agentes biocontroladores (Moreira et al., 2014; Shabanamol e Jisha, 2014).

O género Pseudomonas tem sido constantemente associada ao sistema radicular de plantas de
arroz, sugerindo que a inoculacdo de espécies deste género, pode ser uma alternativa vidvel a
adubacdo nitrogenada em diferentes culturas (Pham et al., 2017). Pseudomonas spp., tem se
destacado entre os diazotroficos, uma vez que, quando inoculados em culturas agricolas, além
de FBN, também sao capazes de produzir dcido indol acético (AIA) (Ferreira et al., 2014),
hormonio de regulacio de crescimento vegetal, que atua direta ou indiretamente promovendo
o crescimento das plantas em condi¢des nutricionais, bidticas ou abidticas (Cassan et al., 2014).
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar e avaliar o potencial de isolados
bacterianos de Pseudomonas aeruginosa, obtidos de plantas de arroz de terras altas, no estado

do Maranhdo, quanto a atividade da enzima nitrogenase e de dcido indol acético.

Resultados e discussao

Identificacdo molecular dos isolados

Ap6s o sequenciamento do gene 16S rDNA e construgdo das arvores filogenéticas com 1000
repeticoes de bootstrap, foram obtidos 33 isolados bacterianos que apresentaram relagdes
filogenéticas com a espécie Pseudomonas aeruginosa (Tabela 1).

Os isolados identificados como P. aeruginosa apresentaram proximidade filogenética com as
espécies Comamonas sediminis, Stenotrophomonas tumulicula, S. maltophhilia, Pseudomonas
hibscicola, P. donghunensis, P. sihuiensis, P. guguanesis, Raoultella ornithinolytica e
Celvibrio japonicus (Fig. 1). O género Pseudomonas se destaca no ambito agricola devido a
capacidade de fixacao bioldgica do nitrogénio, promog¢ado do crescimento vegetal e controle de

doencas (Ferreira et al., 2014; Pham et al., 2017).
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Espécies dos géneros Comamonas, Stenotrophomonas € Raoultella apresentam capacidade de
controle de fitopatogenos e promoc¢do de crescimento, havendo também relatos de fixacdo
bioldgica de nitrogénio em espécies de Stenotrophomonas e Raoultella. O género Celvibrio tem
sido associado respectivamente ao controle de fitopatégenos e degradagdo da celulose no solo
(Finkmann et al., 2000; Zhang et al., 2006; Lucon et al., 2008; Resendez et al., 2018).

De forma semelhante a nossa pesquisa, isolados bacterianos de folhas e raizes de arroz, apos o
sequenciamento do gene 16S rDNA e constru¢do de arvores filogenéticas, também
apresentaram em sua totalidade, relacdo filogenética com a espécie Pseudomonas stutzeri
(Annapurna et al., 2017). Além disso, também ja foi constada a presenca de P. koreensis,
através do sequenciamento do genoma dos isolados em solos cultivados com arroz (Lin et al.,
2016).

Em geral, o género Pseudomonas tem sido frequentemente associado com gramineas em
especial, milho (Zea mays L.), cana- de- agicar (Saccharum officinarum L.) e arroz,
proporcionando melhorias nos aspectos sanitdrios e produtivos (Pedrinho et al., 2010;
Shabanamol e Jisha, 2014).

Atividade de reducdo do acetileno (ARA)

Do total de 33 isolados obtidos de folhas e raizes de arroz, identificados como P. aeruginosa,
15 demonstraram capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), baseando-se na
atividade da enzima nitrogenase, através do método ARA, com variacoes de 0.05 a 26.66
nmolC>Hsh™! para atividade dessa enzima e 0.2 a 108.85 nmolC,H4 da cultura.h™! para producio
de etileno (Tabela 2).

Sabe-se que a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) éa reduc¢do do N> a NH4*, realizada por
algumas espécies de bactérias, devido a presenca do complexo enzimatico nitrogenase. Sendo
esta enzima a responsdvel pela quebra da triplice ligacdo do nitrogénio através da energia

celular na forma de ATP (Reis e Teixeira, 2005). Ela é composta por duas unidades bésicas: a
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ferro-proteina que coleta a forca redutora e a energia, e outra ferro-molibdénio, responsavel por
coletar e reduzir o substrato (Moreira e Siqueira, 2006).

Dentre os isolados de Pseudomonas aeruginosa capazes de reduzir acetileno (Tabela 2), 60 %
foram provenientes de raizes e 40 % provenientes de tecidos foliares, o que indica uma maior
capacidade de colonizacdo pelas bactérias na por¢ado radicular possivelmente devido a liberacao
de exsudados. A presenca de bactérias diazotréficas em maior quantidade nas raizes se
comparada a parte aérea € um resultado comum e j4 foi relatada em isolamentos e caracteriza¢io
de bactérias endofiticas de varios tecidos de arroz, obtendo-se em sua maioria, isolados
provenientes da por¢do radicular, sendo 48% identificados como Pseudomonas spp € 52 %
identificados como espécies de Bacillus, Azotobacter e Enterobacter (Phetcharata e
Duangpaeng, 2012). Pseudomonas estd entre os gé€neros bacterianos mais comumente
encontrados na raiz e rizosfera de plantas (Santoyo et al., 2012).

O método de reducdo de acetileno, apesar de qualitativo, tem sido utilizado para avalia¢ao
indireta da atividade da nitrogenase, principalmente por ser considerada uma técnica rdpida, de
baixo custo e confidvel (Alves et al., 2015). Com base na andlise de ARA dos 15 isolados de
P. aeruginosa, seis apresentaram atividade da nitrogenase maior que “1”, enquanto que os nove
restantes apresentaram valores muito baixos, totalizando apenas 1.50 nmolC,Hsh™! (Tabela 2).
Os valores da nitrogenase obtidos para os isolados em nossa pesquisa foram relativamente
baixos quando comparados aos valores de outros estudos (Estrada et al., 2013; Alves et al.,
2015) no entanto, foi possivel comprovar a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio pela
espécie.

Houve grande variabilidade na atividade de redugdo de acetileno (ARA) dentre os isolados de
P. aeruginosa com ARA maior que “1” (1.45 a 26.66 nmolC,Hsh™), corroborando com
pesquisas semelhantes que também expdem valores muito varidveis, mesmo para outras

espécies diazotréficas. A exemplo, valores de 2 a 43.39 nmolCoHsh'!, para Burkholderia
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vietnamiensis e 159.8 a 265.21 nmolCoHsh™! para Herbaspirillum seropedicae (Estrada et al.,
2013), bem como varia¢des de 94 a 770 nmolC,Hsh! para Herbaspirillum spp (Alves et al.,
2015) e também, 0.32 a 73.20 nmolC,Hsh™! para bactérias diazotroficas isoladas de raizes do
milho (Kifle e Laing, 2016).

Capacidade de producdo do dcido indol acético (AIA)

Os seis isolados de P. aeruginosa com capacidade comprovada de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, através da confirmacdo da atividade da nitrogenase, também foram capazes de
produzir dcido indol acético (AIA) de acordo com o método colorimétrico e apesar da pequena
variabilidade entre as quantidades de AIA produzidas, houve diferenca estatistica na producao
do hormonio entre os isolados (Fig. 2).

Em outras pesquisas, também ja foi constatada a producdo de AIA entre espécies do género
Pseudomonas, a exemplo, em 103 isolados de Pseudomonas fluorencentes, a producdo méxima
foi de 4800 pg.l! descrita para um isolado identificado como P. aeruginosa (Khare Arora,
2010). Em contraste aos nossos resultados houve grande variabilidade na quantidade de AIA
produzida por Pseudomonas spp. (10200 a 31200 pg.I'") (Malik e Sindhu, 2011), assim como
expressiva producio de AIA para as espécies P. putida (116000 ug.1'!) e P. fluorescens (89000
ugl) (Meliani et al., 2017). Vale ressaltar que também ja foram descritas baixa quantidade
produzida e alta variabilidade na producdo de acido indol acético para Pseudomonas spp.
(minimo de 0.00091 e maximo de 0.00449 pg.1!) (Ashraf et al., 2011).

O género Pseudomonas tem se destacado, especialmente por sua capacidade de produzir
metabdlitos envolvidos na promog¢do do crescimento, além de atuar como agentes
biocontroladores. Devido a producdo de acido indol acético, estudos apontam que a inoculagao
de Pseudomonas spp., pode proporcionar o crescimento/desenvolvimento das raizes bem como
aumentar o nimero de pelos radiculares (Pedrinho et al., 2010). A exemplo, foi constatado o

aumento de 100 % da raiz e parte aérea de grao-de-bico (Cicer arietinum L.), bem como o
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controle significativo do fungo Macrophomina phaseolina, causador da doenca podridao de
carvao nessa cultura (Khare Arora, 2010).

Vale ressaltar, que dentre as espécies subordinadas ao género, hé relatos de producdo de AlA e
efeito estimulatério sobre o crescimento da parte aérea e desenvolvimento radicular, apos
inoculagdo, para as espécies Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens (Meliani et al.,
2017) e Pseudomonas aeruginosa (Khare Arora, 2010).

Os 33 isolados bacterianos, obtidos de plantas de arroz sob cultivo terras altas no Maranhao,
foram identificados como Pseudomonas aeruginosa e apresentaram proximidade filogenética
com as espécies Comamonas sediminis, Stenotrophomonas tumulicula, S. maltophhilia,
Pseudomonas hibscicola, P. donghunensis, P. sihuiensis, P.guguanesis, Raoultella
ornithinolytica e Celvibrio japonicus.

Dentre os 33 isolados de Pseudomonas aeruginosa, 15 apresentaram capacidade de fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN) devido a comprovada reducdo de acetileno pela enzima
nitrogenase, no entanto, ressaltamos que os isolados denominados SNf, DACAr, BACr, APf,
SM3r e NBf se destacaram com os maiores valores de atividade da nitrogenase e também foram
capazes de produzir o hormdnio 4cido indol acético (AIA), constituindo uma alternativa
econdmico-ambiental vidvel a producdo agricola em detrimento do uso excessivo de

agroquimicos.

Procedimentos experimentais

Isolamento de bactérias obtidas de plantas de arroz (Oryza sativa L.)

Para a coleta foram selecionados campos produtores, sob cultivo de arroz de terras altas,
contendo plantas uniformes, sadias e em fase vegetativa de desenvolvimento, nos municipios

maranhenses de Sao Mateus, Igarapé do Meio, Bacabal, Beldgua, Viana, Itapecuru, Sdo Bento,
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Presidente Juscelino, Sdo Benedito do Rio Preto, Urbano Santos, Matinha, Arari € Governador
Newton Bello.

Apdbs a coleta, as plantas de arroz foram conduzidas ao Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA. Para o isolamento das bactérias, as plantas
foram lavadas em dgua corrente, apOs retirada do excesso de umidade, foram retiradas 15 g de
folhas e 15 g de raizes para imersdo por 10 minutos (min) em 4gua destilada estéril. Em seguida,
porcdes de 10 g de ambas as partes da planta foram trituradas em liquidificador com 90 ml de
solucdo salina (8.5 g L "' NaCl) e entio realizadas diluicdes seriadas de 10 a 10°®, transferindo
sucessivamente 0.1 ml da suspensdo de cada dilui¢do para frascos contendo 0.9 ml de solucdo
salina. De cada uma das dilui¢Oes, aliquotas de 100 pl foram transferidas para frascos de vidro
de 15 ml contendo 5 ml do meio semi-solido NFb livre de Nitrogénio, com a seguinte
composicao em g L' 4cido malico, 5; Ko-HPO4, 0.5; MgS04.7H>0, 0.2; NaCl, 0.1; CaCl».2H0,
0.02; KOH, 4.5; e em mL: solu¢do de micronutrientes, 2; solucao de azul de bromotimol (0.5%
em 0.2 KOH), 2; solucdo de FeEDTA (solucdo 1.64%), 4; e solucdo vitaminas, 1; pH 6.5. Os
frascos com as dilui¢des foram incubados a 30°C por sete dias para crescimento das bactérias
diazotréficas (Dobereiner et al., 1995).

Depois da formacdo de uma pelicula fina na superficie, transferiu-se uma aliquota da cultura,
com al¢a de platina para novo meio NFb Semi-Sélido e incubou-se a mesma temperatura, até a
formag¢do de uma nova pelicula. Nessa fase, as culturas foram riscadas em placas contendo meio
NFb Sélido (15 g agar/litro) acrescido de 20 mg de extrato de levedura. Cinco dias apds a
incubagdo observou-se a formacgdo de colOnias bacterianas na superficie do meio de cultura.
Para purificagdo final, essas colonias foram transferidas para novo meio NFb Semi-sélido e
apo6s a formagdo da pelicula foram estocadas e armazenadas a temperatura de 4 °C.
Identificacdo molecular de isolados

Extracdo do DNA
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A extragdo de DNA dos isolados bacterianos para as reacdes de PCR foi realizada pelo método
de lise alcalina (Sambrook et al., 1989), no Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

As colonias foram repicadas em meio NFb sélido e mantidas a temperatura de 30 °C em BOD.
ApOs crescimento, uma pequena quantidade de células bacterianas da colonia foi transferida
com auxilio de uma ponteira para microtubos eppendorf contendo solucdo tampao (IN NAOH/
10 % de SDS, Agua Mili-Q esteril) (Nieman et al., 1997), mantendo-as em Banho Maria a 65°C
durante 15 min. Posteriormente, os microtubos foram colocados em gelo por 5 min, seguido de
centrifugacdo a 13200 rpm por 40 segundos. Logo apds adicionou-se 120 uL de TE 1X em cada
microtubo, centrifugando-os novamente a 13200 rpm por 5 min a 4 °C. Por fim, retirou-se uma
aliquota de 70 pL do sobrenadante (DNA) e transferiu-se para um novo microtubo
armazenando-os a 4°C.

Amplificagdo, purificacdo dos fragmentos e sequenciamento do gene 16S rDNA

Para identificacdo molecular dos isolados, o gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os
primers  27F (5~  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) e 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT - 3’) (Lane, 1991). A reagao de PCR foi constituida por 1 pl de
DNA (30 ng/ ul), 1 ul de cada primer (0.4 uM), 2 ul de tampao de reacao (10 X), 0.7 ul de
MgCl12 (3 mM), 0.8 pul dANTPs (0.125 mM), 0.1 ul de GoTag DNA polimerase (1U/ pl)
(Invitrogen, Carslbad, EUA) em volume total de 20 ul. Os ciclos de amplificacdo foram
compostos de desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de amplificacao
constituido de desnaturacdo a 95°C por 30 seg, anelamento a 60°C por 45 seg e extensdo a 72
°C por 2 min e 30 seg, finalizando com elongacao final, de 72 °C por 7 min, mantendo a reacao
a 4 °C. Em seguida, 5 pl do produto da reacdo de PCR com corante FSUDs (2 pl) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % (m/v) a 60 V por 1 hora. O gel de agarose foi

corado com Brometo de Etideo (0.5 pg ml?) e lavado em 4gua destilada. As bandas de DNA
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foram visualizadas em transiluminador UV acoplado a um sistema de foto documentacao
MultiDoc-it® (UVP). O marcador de tamanho molecular utilizado foi de 1 kb DNA Ladder®
(BIOLABS).

Os fragmentos do gene 16S rDNA amplificados foram purificados com enzimas exo/SAP, com
0.66 ug ml ~! da enzima exo (3.3 U), 0.66 ug ml "' SAP (0.66 U) e 0.66 pl de dgua milli-Q
estéril em 20 pl de DNA (16S amplificado). As amostras foram dispostas em tubos eppendorf
de 200 pg ml ! com 2 ul do mix (exo+sap+igua) + 20 pl de DNA para cada amostra, que foram
levadas ao termociclador por 60 min a 37 °C, 15 min a 85 °C e finalmente mantendo 4 °C.
Para a reagdo de sequenciamento, foram utilizados 3 pl de DNA (400-600 ng), 0.7 ul do primer
27F a 10 pmol, 0.7 ul de reativo de sequenciamento Big Dye terminator, 2 ul do Tampao Save
Money e 3.6 ul de dgua milli-Q estéril, no volume final de 10 ul. As amostras foram dispostas
em placa de 96 pogos, com 6.4 ul do mix + 3 pl de DNA para cada amostra.

A placa de 96 pocos foi levada ao termociclador com os seguintes parametros: 1 ciclo de 3 min
a 96 °C, 35 ciclos de 96 °C por 15 seg, 60 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min e mantidas a 4 ° C.
Ap6s a amplificacdo, foi realizado o protocolo de precipitacdo, onde em uma nova placa de 96
pogos para cada amostra foram adicionados 10 ul da amostra amplificada, 2 pl de Acetato de
Amodnio (7.5 M), 3 volumes de etanol absoluto e 10 pl de 4gua milli-Q. Esta placa foi colocada
no freezer por 15 min, e centrifugada a 3700 rpm a 20 °C por 45 min. Apds o descarte do
sobrenadante o pellet foi lavado com 150 pl de etanol 80 % e centrifugado novamente durante
20 min a 3700 rpm a 20 °C. O etanol 80 % foi descartado e as amostras foram deixadas para
secar sob vacuo, por cerca de 30 min. Apds a secagem, as amostras foram tratadas com 10 pl
de HiDi formamida e levadas para o aparelho de sequenciamento ABI3500 X1 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems — HIT ACHI).

Andlise das Sequéncias do Gene 16S rDNA
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As sequéncias obtidas pelo sequenciador ABI3500 X1 no formato do programa Ablsequencing
Analises foram exportados no formato FASTA, através do programa Bioedit (Hall, 1999). Para
a busca de similaridade, foi realizada a andlise dos dados através do programa BLAST — Basic
Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997) usando o banco de dados do GenBank,
disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov. Através do BLAST foi possivel determinar a identidade
das sequéncias dos isolados através de alinhamentos locais entre as regides da sequéncia
desconhecida (a que se deseja pesquisar) e sequéncias existentes do banco de dados para o gene
16S rDNA, resultando em uma lista de sequéncias com o nome do gene e organismo a qual ele
pertence.

Andlises Filogenéticas do gene 16S rDNA

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA 6 (Tamura et al.,
2013). As sequéncias foram alinhadas usando o CLUSTALW implementado no MEGA 6 e
ajustadas ao melhor modelo de substituicdo de nucleotideos. A &rvore filogenética foi
construida para o gene 16S rDNA e a significincia dos agrupamentos foi estimada pela anélise
de 1000 repeticdes de bootstrap em comparagdo as demais sequéncias depositadas no GenBan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Atividade de reducdo do acetileno (ARA )

A atividade da nitrogenase dos isolados foi avaliada pelo método de Reducdo de Acetileno
(ARA) (Boddey et al., 1990). Foram cultivadas colonias em meio sélido NFb e em seguida
foram raspadas com palitos esterilizados e transferidos para frascos de 10 ml contendo 4 ml de
meio semi-s6lido de NFbHp. As colonias de cada isolado foram incubadas a 30 °C durante 24
horas para formag¢do de uma fina pelicula.

Ap6s a formacao da pelicula os frascos foram fechados com rolhas de borracha perfurdvel

esterilizadas, e injetou-se 500 ul de acetileno para incubacgao por 1 hora a 30 °C.
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No cromatégrafo de gias com ionizagdo de chama, Perkin Elmer Auto System I1, utilizando uma
coluna Poropak N de 150 cm a 100 °C, foi injetado 500 pl de etileno para leitura do pico padrido
desse gds. Posteriormente, 0.5 ml da fase gasosa do frasco foi retirada e injetada no
cromatdgrafo para andlise do teor de etileno, gés indicador da atividade da nitrogenase.
Avaliagdo da producdo de dcido indol acético in vitro (AIA)

A andlise de producdo de 4cido indol acético foi realizada com adaptagdes, pelo método
colorimétrico (Bric et al., 1991). Para isto, apenas os isolados com maior capacidade
comprovada de atividade de reducdo do acetileno (ARA) na pesquisa, foram inoculados em
tubo de ensaio contendo 5 ml do meio de cultura NFb suplementado com 1gl™! de L-triptofano
(precursor para a sintese do dcido indol acético). Os tubos foram incubados a 28°C por trés dias
para o crescimento das bactérias sob constante agitacdo em Shake, a 150 rpm. Utilizou-se quatro
réplicas para cada isolado bacteriano. Apds o periodo de incubacgdo, 1.5 ml de cada cultura
homogeneizada foi transferida para microtubos eppendorf e centrifugado a 12000 rpm por dois
min. Os microtubos foram retirados da centrifuga e 1 ml do sobrenadante foram transferidos
para novos microtubos e adicionados 2 ml do reagente de Salkowski, constituido por: 1 ml de
FeCls. 6H20 0.5 M (1.35 g/10ml) adicionado a 49 ml de HC104 a 35% (Gordon e Weber, 1951).
Trinta min apds a adicao do reagente (no escuro) foi realizada a leitura da placa no comprimento
de onda de 530 nm, utilizando o aparelho espectrofotometro UV visivel - Biospectro - sp 220.
A concentracdo dos compostos inddlicos foi estimada com uma curva-padrdo previamente
preparada com quantidades conhecidas de dcido indol acético comercial (0; 10; 20; 40; 80; 100
pg/ml de AIA puro). A coloragdo résea indicou a producao do hormonio pelas bactérias. Os
dados expressos em pg ml ! foram submetidos 2 andlise de variancia e ao teste de Tukey a 5

% de significancia para comparacao de médias.
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Tabela 1. Lista de cédigo dos isolados bacterianos coletados em municipios maranhenses sob

cultivo de arroz de terras altas.

Localidade Codigo GenBank Isolados
Arari MN720543 ARAf
MN720541 BACft
MN720542 BACr
Bacabal MN720555 CATEr
MN720554 CATEf
Beldgua MN720536 ASAf
MN720552 EBLr
MN720545 SNr
MN720544 SNf
MN720527 ABf
MN720534 CRf
MN720535 IGAf
MN720529 355f
MN720537 APf
MN720528 ABr
MN720551 PRr
Ttapecuru MN720550 ITAr
MN720549 ITAf
Governador Newton MN720539 NBf
Bello MN720540 NBr
MN720538 ECOCf
Sao Benedito do Rio MN720531 ESBr
Preto MN720557 VERM SBr
MN720556 VERM SBf
Siio Bento MN720530 SBf
MN720531 SBr
MN720526 SM2r
Sao Mateus MN720525 SM2f
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MN720547 SM3r
MN720546 SM3f
MN720533 DACAr
Urbano Santos MN720532 DACAf
MN720548 AVE

*As letras minusculas “f” e “r”” nos codigos dos isolados, representam isolamento da folha e raiz respectivamente.
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Fig. 1. Arvore filogenética representada com base na similaridade entre as sequéncias obtidas
e organismos de referéncia dos isolados de Pseudomonas derivados de sequéncias do gene de
16SrDNA.

A. Método estatistico de Maximum Likelihood (ML) e com base em 1000 réplicas de bootstrap.
Distancias evolutivas foram calculadas utilizando o modelo Jukes-Cantor (JC).

B. Método estatistico de mdxima semelhanca (MS) e com base em 1000 réplicas de bootstrap.
Distancias evolutivas foram calculadas utilizando o modelo Jukes-Cantor (JC).
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C. Método estatistico de mdxima semelhanca (MS) e com base em 1000 réplicas de bootstrap.
Distancias evolutivas foram calculadas utilizando o modelo Kimura 2-parameter.

Tabela 2. Atividade da Nitrogenase e Producdo de Etileno dos 15 isolados bacterianos
identificados como Pseudomonas aeruginosa, obtidos de plantas de arroz, sob cultivo terras

altas no Maranhao.

Atividade da Nitrogenase Producdo de Etileno
Isolados (nmolC,H4h™) (nmolC>Hj4 da cultura.h™)
SNf 26.66 108.85
DACAr 5.58 38.94
BACr 4.93 24.79
APf 2.01 5.36
SM3r 1.87 4.11
NBf 1.45 3.44
335f 0.42 1.32
SNr 0.38 2.5
IGAf 0.13 0.93
PMr 0.13 0.8
ITAr 0.11 0.8
SM2f 0.11 0.27
CATr 0.1 0.25
PRr 0.07 0.25
ABr 0.05 0.2

*As letras minusculas “f” e “r”” nos codigos dos isolados, representam isolamento da folha e raiz respectivamente.
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ASPECTOS AGRONOMICOS, PRODUTIVOS E SANITARIOS DO ARROZ DE
TERRAS ALTAS INOCULADO COM Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sobre cultivo de arroz

ABSTRACT

O objetivo da pesquisa foi avaliar o potencial da espécie Pseudomonas aeruginosa quanto a
capacidade de aumentar os teores de nitrogénio na planta e desta forma beneficiar os aspectos
agrondmicos, produtivos e sanitarios do arroz, sob sistema de cultivo terras altas no Maranhao,
Brasil. Foram instalados dois experimentos de campo em dois anos consecutivos, ambos em
blocos ao acaso, com sete tratamentos e quatro repeticoes na cidade de Santa Rita-MA, e oito
tratamentos e quatro repeticoes em Pirapemas-MA. Os tratamentos foram constituidos de
microbioliza¢do de sementes de arroz cultivar primavera, com duas cepas de Pseudomonas
aeruginosa, com e sem associacdo a pulverizacao de solucdo bacteriana e adubacdo com NPK.
Em ambos os experimentos, os tratamentos controle foram designados como testemunha
absoluta (sem microbiolizac¢do e adubo) e testemunha adubada. O efeito da bactéria foi avaliado
quanto ao desenvolvimento inicial das plantas, parametros agrondmicos e produtivos, teor de
nitrogénio em gkg! e sanidade, avaliada através da severidade das doencas mancha parda,
mancha estreita, mancha foliar e escaldadura. Constatou-se efeito significativo da bactéria sobre
a porcentagem de germinacdo e altura inicial das plantas (cm), massa de 1000 grios (g),
percentual de graos inteiros, matéria seca da planta (g), nimero de paniculas, altura total no
final do ciclo (m), teor de nitrogé€nio na parte aérea, producdo de graos de arroz e reducdo da
severidade das doencas mancha parda, mancha foliar e escaldadura. Os tratamentos sob
influéncia de P. aeruginosa foram iguais ou superiores a testemunha adubada, evidenciando o
potencial de uso da bactéria como alternativa econdmica e ecoldgica ao uso excessivo de
fertilizantes e pesticidas.

Palavras chaves: inoculacio de sementes; bactérias diazotrofias; teor de nitrogénio; doencas

do arroz.
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INTRODUCAO

A seguranca alimentar global depende dos cereais predominantes na dieta humana. Dentre os
mais importantes para a economia agricola nacional e mundial, destaca-se o arroz (Oryza sativa
L.) como o principal alimento consumido por mais da metade do planeta (FAO, 2018).
Devido a importancia socioecondmica da cultura, diversos estudos foram realizados visando
manter a alta produtividade do arroz. Ha um consenso geral de que o bom rendimento da cultura
¢ inerente a adubacgdo nitrogenada e ao controle efetivo de doengas (Freitas et al., 2010; Huang,
Fan, & Zou, 2019). Entretanto, ressalta-se que o excesso de nitrogénio, bem como, o uso
incorreto de pesticidas, oneram os custos da producdo, além de favorecerem o surgimento de
doencgas, ragas resistentes de fitopatégenos e impactos ambientais negativos (Damalas &
Eleftherohorinos, 2011; Santos, Nogueira, & Hungria, 2019).

Desta forma, a busca por alternativas sustentdveis que atendam a demanda da cultura é
crescente. Estudos relatam que, bactérias diazotréficas apresentam potencial biofertilizante e
biopesticida, podendo substituir parcialmente o uso de fertilizantes e pesticidas quimicos, como
uma alternativa ecoldgica e econdmica a seus equivalentes sintéticos (Souza Junior et al., 2017;
Batista & Dixon, 2019). As bactérias diazotr6ficas promovem beneficios como enriquecimento
do solo, por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfatos, liberacao
de substancias reguladoras do crescimento das plantas (Lopez-Ortega et al., 2013), controle de
patégenos através da produgdo de metabdlitos e inducdo de resisténcia (Souza Junior et al.,
2017) , além disso, aceleram a germinacao e crescimento de mudas em campo e melhoram os
aspectos produtivos das plantas (Schultz et al., 2014; Schaefer, Martin, & Pizzani, 2019;
Numoto et al., 2019).

Pesquisas apontam a associag¢do de espécies do género Pseudomonas ao sistema radicular de
plantas de arroz e destacam a viabilidade econdmica e ambiental da inoculacdo de tais
microrganismos, com efeitos positivos sobre a FBN (Pham et al., 2017), controle efetivo de
doencas (Ludwig, Moura, & Santos, 2009; Souza Jinior et al., 2017) e parametros agrondmicos
relacionados ao desenvolvimento e rendimento das plantas (Yasmin et al., 2016).

Com base neste enfoque, o objetivo da pesquisa foi avaliar o comportamento da espécie

Pseudomonas aeruginosa quanto a capacidade de aumentar os teores de nitrogénio na planta e
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desta forma beneficiar os aspectos agrondmicos, produtivos e sanitarios do arroz, sob sistema

de cultivo terras altas no Maranhao.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A pesquisa foi realizada nos municipios de Santa Rita e Pirapemas, ambos pertencentes a
Mesorregido Norte do Estado do Maranhao, Brasil, que se caracteriza por clima sub-timido,
temperatura anual média de 27°C, Umidade Relativa do Ar anual média de 82% e precipitagdo
pluviométrica de 1900 a 2300 mm por ano, com periodos de chuva e estiagem bem definidos.
As classes de solo predominantes sio ARGISSOLO VERMELHO AMARELO Pétrico e
LATOSSOLO Amarelo (Nugeo, 2015).

Para a caracterizagdao quimica do solo das dreas experimentais em Santa Rita e Pirapemas,
foram coletadas subamostras de 20 pontos aleatdrios a uma profundidade de 20 cm. A andlise
de solo foi realizada no Laboratério de Solos da Universidade Estadual do Maranhdo-UEMA.

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo das dreas experimentais em Santa Rita e Pirapemas

a profundidade de 20 cm.
Area M.O pH p K Ca Mg H+AI Na Al V%
experimental g/dm3® CaCl, mg/dm3 ..o mmold/dm3............ccuneenn.
Santa Rita 28 4.3 23 0.9 24 14 25 2.3 2 62.23
Pirapemas 3 4.1 3 2.1 10 11 23 5.6 9 5551

M.O = Matéria Organica; P = Fésforo; K = Potéssio; Ca = Calcio; Mg = Magnésio; H+Al =
Hidrogénio mais Aluminio; Na = Sédio; Al = Aluminio; V% = Saturacio por base.

Delineamento experimental e desenvolvimento da pesquisa
Foram instalados dois experimentos de campo no periodo de marco a maio de 2018, em Santa
Rita - MA (03°03° 40” S e 44° 16° 54” W) e mar¢o a maio de 2019, em Pirapemas - MA (03°
43’ 24,17 S e 44° 14’ 24,9” W).
Em ambos os experimentos foram utilizadas sementes de arroz da cultivar BRS Primavera apds
a microbiolizacdo com dois isolados de Pseudomonas aeruginosa, designados como bactéria 1

(B1) e bactéria 2 (B2), registradas no GenBank como MN720544 e MN720533,
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respectivamente (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), ambas com comprovada atividade
nitrogenase. As bactérias compdem a cole¢@o de Fitopatégenos da micoteca prof. Gilson Soares
da Silva, Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA.

Para o processo de microbiolizacdo as sementes de arroz foram imersas durante 24 horas sob
agitacdo constante a 50 RPM em suspensdo preparada com solugdo salina (NaCl 0.85 %) de
cada um dos isolados, ap6s 48 h de crescimento a 28 °C em meio King B (MgSO47H20, 1.5 g;
K>HPOy4, 1.5g; glicerina, 10 ml; para 1000 ml de H,O destilada; pH 7.2) (King, Ward, &
Raney,1954). As concentragcdes foram ajustadas para 108 UFC/mL em espectrofotometro (Asso
= 0.5). De forma semelhante também foi preparada solucdo bacteriana (Ass = 0.7) para
pulverizacgdo das plantas apds 30 e 60 dias de semeadura.

O primeiro experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso, com sete
tratamentos e quatro repeticoes. Os tratamentos foram definidos como: T1- testemunha
adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbiolizacdo das sementes com B1 mais adubacao,
T4- microbioliza¢do das sementes com B2 mais adubagdo, T5- microbioliza¢do das sementes
com B1 mais pulverizag¢do da solucdo de B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacao,
T6- microbiolizacdo das sementes com B2 mais pulverizagao da solu¢ao de B2 aos 30 e 60 dias
ap6s semeadura mais adubacdo e T7- microbiolizacdo das sementes com B1B2 mais
pulverizacdo da solucdo de BIB2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacdo. Para os
tratamentos que receberam adubacio utilizou-se 40 kg.ha! de N, na forma de Ureia; 80 kg. ha"
' de P,Os na forma de Superfosfato Simples e 60 kg. ha! de K»O na forma de Cloreto de
Potassio.

A drea total deste experimento foi de 18 m x 47 m (738 m?), com 2 m de distancia entre os
blocos e 1m entre as parcelas dimensionadas em 3 m x 5 m (15 m?). O espagamento utilizado
entre as plantas foi de 0.1 m e entre as fileiras foi de 0.5 m totalizando 300 plantas por parcela.
No entanto, para efeito de avaliacdo experimental, adotou-se como drea ttil das parcelas, apenas
as quatro fileiras centrais desconsiderando as duas primeiras e ultimas plantas (7.2 m?).

O segundo experimento consistiu na repeticdo do primeiro, com algumas adaptacdes. O
delineamento experimental também foi em blocos ao acaso, neste, com oito tratamentos e
quatro repeticdes. Os tratamentos foram definidos como: T1- testemunha absoluta, T2-
testemunha adubada, T3- microbiolizacao das sementes com B1 mais pulverizacdo da solucio
B1 aos 30 e 60 dias apos semeadura, T4- microbiolizacdo das sementes com B2 mais
pulverizagcdo da solu¢do de B2 aos 30 e 60 dias apds a semeadura, T5- microbiolizacdo das
sementes com B1 mais pulverizacdo da solu¢do de B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais

adubacdo, T6- microbioliza¢do das sementes com B2 mais pulverizacdo da solu¢do de B2 aos
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30 e 60 dias apds semeadura mais adubagdo, T7- microbiolizagdo das sementes com B1B2 mais
pulverizagdo da solugdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura e T8- microbiolizacdo das
sementes com B1B2 mais pulverizagcdo da solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura
mais adubacdo. Para os tratamentos que receberam adubagio utilizou-se 40 kg.ha! de N, na
forma de Ureia; 80 kg. ha™! de P,Os na forma de Superfosfato Simples e 60 kg. ha! de K>O na
forma de Cloreto de Potassio.
A 4rea total do deste experimento foi de 27 m x 61 m (1647 m?), com 5 m de distincia entre os
blocos e 3 m entre as parcelas dimensionadas em 3 m x 5 m (15 m?). Adotou-se 0 mesmo
espacamento e mesma area Util do experimento anterior.

Parametros avaliados
Inicialmente avaliou-se o efeito da inoculacdo das bactérias sobre o desenvolvimento inicial
das plantas através da porcentagem de emergéncia e mensuracio da altura aos 5, 10 e 15 dias
ap6s o plantio (DAP).
Para avalicdo dos parametros agrondmicos e produtivos utilizou-se metodologia de Tavares,
Faloni, e Bassoi (2014) com adaptacdes. Foram avaliados: (1)- Matéria seca das plantas na
antese e maturagao utilizando quatro plantas por parcela. Para isso as plantas foram secas em
estufa com temperatura de aproximadamente 60°C até atingir massa constante (72 horas); (2)-
Massa de 1000 graos; (3)- Massa de grao/ planta, obtida pela razdo entre a massa seca dos graos
e amostragem de 20 plantas por parcela; (4)- Percentual de graos inteiros, (5)- Altura total (m)
considerando 10 plantas ao acaso por parcela no final do ciclo e (6)- Nimero de paniculas na
drea ttil (7,2 m?).
O Teor de Nitrogénio (TN) em g.kg™! nas plantas e grios de arroz foi determinado pelo método
de Kjeldahl, no qual amostras de 0.2 g secas e trituradas foram digeridas, destiladas e tituladas,
conforme descri¢do de Tedesco, Gianello, e Bissani (1995). Foram coletadas 4 plantas por
parcela para determinagcdo do TN na parte aérea e 20 plantas para a determinag¢do do TN nos
graos.
Para atestar o efeito de controle de doencas pela bactéria avaliou-se a severidade das doencas
mancha parda (Bipolaris oryzae (Breda de Haan), escaldadura (Gerlachia oryzae (Hashioka &
Yokogi) W. Gams (Sousa junior et al., 2017), mancha estreita (Cercospora oryzae Miyake)
(Silva-Lobo & Fillippi, 2017) e mancha foliar (Curvularia lunata (Wakker) Boedijn Meyer)
(Silva et al., 2014), no final do ciclo da cultura, em amostragem de 10 plantas por parcela,
selecionadas ao acaso.
A severidade das doencas mancha parda e mancha estreita foi avaliada através da escala de nota

do International Rice Research Institute (IRRI, 1996). Em fun¢do da alta severidade da
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escaldadura, considerou-se a drea da lesdo em relagcdo a érea total da folha avaliada, sendo a
nota atribuida através da relac@o percentual entre o tamanho da lesdo e o tamanho da folha. J4
a severidade da mancha foliar foi avaliada por meio de nota atribuida em funcdo do niimero de

lesoes na folha.

Analise estatistica
Os dados obtidos em campo foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05) e (p<0.10) utilizando o programa estatistico InfoStat
versdo 2017. 1. 2. Para a severidade de doengas os dados foram transformados para VX e

percentil range, antes de serem submetidos a andlise de variincia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A inoculacdo das sementes de arroz cultivar BRS primavera com solucdo de Pseudomonas
aeruginosa favoreceu o desenvolvimento inicial das plantas aos cinco DAP, em ambos os
experimentos. No municipio de Santa Rita houve diferenga significativa entre os tratamentos
apenas para a variavel altura, mas no municipio de Pirapemas os tratamentos diferiram entre si

também a a porcentagem de germinacdo (tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Valores médios de altura total e taxa de germinagdo de plantas de arroz, cultivar

primavera, cinco dias apds o plantio, em Santa Rita -MA, Brasil.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

AT (cm) 193ab 161D 191ab 238a 1.70 b 209ab  2.15ab

GER (%) 7336a 51.63a 5271la 66.12a 5144a 5579a 5452a

*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. AT- altura total; GER- Germinagdo; T1- testemunha adubada, T2-
testemunha absoluta, T3- microbiolizacdo das sementes com Bl mais adubagdo, T4-
microbioliza¢do das sementes com B2 mais adubacgdo, T5- microbioliza¢do das sementes com
B1 mais pulverizacio da solucdo de B1 aos 30 e 60 dias apos semeadura mais adubagao, T6-
microbioliza¢do das sementes com B2 mais pulverizacdo da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias
ap6s semeadura mais adubagcdo e T7- microbiolizacdo das sementes com B1B2 mais
pulverizagdo da solu¢dao de B1B2 aos 30 e 60 dias apés semeadura mais adubacao.
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Tabela 3. Valores médios de altura total e taxa de germinacdo de plantas de arroz, cultivar

primavera, cinco dias ap6s o plantio, em Pirapemas - MA, Brasil.

T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 T8

AT(cm) 56ab  5.07ab 6.03ab 6.1a 439b 5.6lab 5.49ab  5.93ab

GER(%) 24.05ab 2649ab 24.73ab 36.68a 10.6b 25ab  36.0la 30.84ab

*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. AT- altura total; GER- Germinagdo; T1- testemunha adubada, T2-
testemunha absoluta, T3- microbiolizacao das sementes com B1 mais pulverizagcdo da solucao
B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura, T4- microbiolizacdo das sementes com B2 mais
pulverizacao da solugdo de B2 aos 30 e 60 dias apés a semeadura, T5- microbiolizagdo das
sementes com B1 mais pulverizacdo da solu¢do de B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais
adubacdo, T6- microbioliza¢do das sementes com B2 mais pulverizacdo da solu¢do de B2 aos
30 e 60 dias apds semeadura mais adubagdo, T7- microbiolizagdo das sementes com B1B2 mais
pulverizagao da solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias ap6s semeadura e T8- microbiolizagcao das
sementes com B1B2 mais pulverizagdo da solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura

mais adubacio.

Os resultados indicam o efeito positivo da interacdo entre os isolados de P. aeruginosa e a
cultura do arroz, embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os tratamentos aos 10 e
15 dias apds o plantio. A igualdade entre os tratamentos apos o “arranque” inicial promovido
pelas bactérias aos cinco DAP sugere que o desenvolvimento vegetativo da cultura estéd
relacionado com as interagdes entre as caracteristicas intrinsecas da espécie e cultivar,
condi¢des edafocliméticas e técnicas de cultivo adotadas (Massessini et al., 2014).

A eficdcia do género Pseudomonas no aumento das taxas de germinacdo de sementes e
crescimento inicial de plantas, especialmente dos cereais, ja foi comprovada em outros estudos.
Como o de Elekhtyar (2015) que relatou diferencas significativas no percentual médio de
germinacdo de sementes de arroz entre os tratamentos sem e com inocula¢do de Pseudomonas
fluorescens, através da contagem didria de plantas germinadas durante 14 dias, por dois anos
consecutivos. A autora descreveu taxas médias de 72.67% para sementes nao inoculadas e 90%
para sementes ap0s a inoculagdo no ano de 2012. Em 2013 foi descrito o mesmo padrao, com

médias de 70.65% e 86.67% respectivamente, para sementes sem e com inoculagdo de P.
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fluorescens. De forma semelhante, Oliveira, Zucareli, e Spolaor (2012) também relataram o
efeito positivo da inoculagdo de P. fluorescens, mas desta vez, sobre o crescimento inicial de
plantas de milho em relag@o a adubagdo nitrogenada. Os autores expuseram que a altura média
das plantas de milho ap6s a inoculagdo das sementes (1.87 cm) foi estatisticamente igual a altura
média das plantas adubadas (1.89 cm).

No que se referente aos aspectos agrondmicos e produtivos avaliados, no primeiro experimento,
em Santa Rita - MA, verificou-se diferenca estatistica significativa da inoculacdo de P.
aeruginosa sobre os parametros massa de mil grios, percentual de grios inteiros, matéria seca
da parte aérea das plantas na maturacdo e nimero de paniculas por parcela. Os tratamentos com
inoculagdo de bactérias nao diferiram entre si, mas foram superiores a testemunha adubada para
o parametro massa de mil grdos. Ja para os pardmetros percentual de graos inteiros, matéria
seca das plantas na maturagcdo e nimero de paniculas por parcela, os tratamentos com bactéria
foram estatisticamente superiores ou iguais a testemunha adubada (Tabela 4). No segundo
experimento, em Pirapemas - MA, houve diferenca estatistica significativa somente para os
pardmetros agronOmicos matéria seca da parte aérea das plantas na antese e maturagdo e altura
total das plantas. Os tratamentos com inoculacdo de bactérias nao diferiram estatisticamente
entre si, mas foram iguais ou superiores a testemunha adubada, com exce¢ao do tratamento T6

para o parametro matéria seca das plantas na antese (Tabela 5).

Tabela 4. Efeito de Pseudomonas aeruginosa sobre aspectos produtivos e agrondmicos de

plantas de arroz sob cultivo de terras altas em Santa Rita - MA, Brasil.

M 1000  G/PI GInt MSPAA MSPAM N Pan AT
............. 3 G N (-3 W (m)
Tl 1285c¢ 1.56a  594b  3497a 6.35ab 15025b 995a
T2 12.87bc 1.6la 7374ab 2997a  5.15b  1405b 975a
T3 23.15a 1.86a 6842ab 30.25a 596ab  195ab  99.75a
T4 2322a 194a 63.79ab 3432a 8.02ab  196ab 945a
T5 2242ab 206a 65.16ab 3555a 8.53a  2125a 885a
T6 2255ab 147a 7235ab 3325a 6.15ab 187.2ab 81.75a
T7 232ab 1.63a 7636a 33.02a S546ab  204a 95a

*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. M 1000-Massa de mil graos; G/Pl- Massa de graos em gramas por planta;
G Int(%) — percentual de graos inteiros; MSPAA- Massa seca de plantas na antese; MSPAA-
Massa seca de plantas na maturagdo; N Pan- Numero de paniculas; AT- Altura Total de plantas.



67

T1- testemunha adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbioliza¢do das sementes com B1
mais adubacao, T4- microbiolizacdo das sementes com B2 mais adubagdo, T5- microbioliza¢ao
das sementes com B1 mais pulverizacio da solugdo de B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura
mais adubagao, T6- microbioliza¢do das sementes com B2 mais pulverizac¢ao da solugcao de B2
aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacgdo e T7- microbiolizacdo das sementes com B1B2
mais pulverizagdo da solugc@o de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubagio.

Tabela 5. Efeito de Pseudomonas aeruginosa sobre aspectos produtivos e agrondmicos de

plantas de arroz sob cultivo de terras altas em Pirapemas — MA, Brasil.

M 1000 G/PI GInt MSPAA MSPAM NPan AT
............. €3 PR (/7 WO (-3 W (m)
Tl 25.62a 1.83a 6023a 2273ab 7.15ab  142a 65.65ab
T2 2585a 2.09a 66.84a 2287bc 595ab  155a 55.20b
T3 26.17a 227a 61.99a 27.73a 7.87ab  217a 71.40ab
T4 27.62a 2.68a 63.70a 27.19ab 9.67ab  195a 70.85ab
TS 27.82a 2.60a 664la 22.11bc 957ab  186a 73.60a
T6 268a 222a 69.92a 2076c 102ab  163a 74.05a
T7 2687a 262a 64.68a 2049ab 10.8a 238a  68.45 ab
TS 2527a 2.13a 57.79a 23.59ab 5.25b 169a 71.05ab

*Médias seguidas de mesma letra, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
10% de probabilidade. M 1000-Massa de mil graos; MSPAA- Massa seca de plantas na antese;
MSPAA- Massa seca de plantas na maturacdo; G Int (%) — percentual de graos inteiros; N Pan-
Numero de paniculas; AT- Altura Total de plantas. T1- testemunha adubada, T2- testemunha
absoluta, T3- microbiolizagdo das sementes com B1 mais pulverizagdo da solugdo B1 aos 30 e
60 dias apés semeadura, T4- microbiolizacdo das sementes com B2 mais pulverizacdo da
solug@o de B2 aos 30 e 60 dias apds a semeadura, T5- microbiolizacdo das sementes com Bl
mais pulverizacdo da solucdo de B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacgdo, T6-
microbiolizagdo das sementes com B2 mais pulverizagdo da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias
ap6s semeadura mais adubacdo, T7- microbiolizacio das sementes com B1B2 mais
pulverizacdo da solu¢do de B1B2 aos 30 e 60 dias apos semeadura e T8- microbiolizagdo das
sementes com B1B2 mais pulverizagcao da solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura
mais adubagdo.

As diferengas nos resultados entre os dois experimentos podem ser atribuidas a complexa

interagdo planta-solo-microrganismo, que, como explicam Massessini et al. (2014), pode
refletir de forma neutra, positiva, ou negativa sobre o desempenho agronémico e produtivo das
plantas.

A prética de inoculagdo de bactérias diazotréficas pode modificar o ambiente onde a planta se
desenvolve e dessa forma as interacdes bioquimicas entre os pares associativos podem

promover mudancgas na expressao génica da planta inoculada (Amaral, Bueno, & Hemes, 2014).
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Possivelmente, os contrastes nas condigdes edafoclimaticas das dreas experimentais, em
intera¢do com a bactéria P. aeruginosa, podem ter influenciado seu efeito sobre os parametros
avaliados.

Os resultados corroboram com os de Elekhtyar (2015) que também relata o efeito positivo e
significativo da inoculagdo de Pseudomonas fluorescens sob os pardmetros produtivos do arroz
cultivar Giza 179. A autora obteve média de 91.03% de graos inteiros quando houve a
inoculacdo com P. fluorescens contra 90.25% quando nao houve a inoculac¢ao. Para o parametro
nimero de paniculas as médias descritas foram 459.26 e 386.11 respectivamente para os
tratamentos com e sem inoculacdo. A autora relata que ndo houve diferenca significativa para
o parametro massa de mil grdos corroborando com nosso experimento em Pirapemas, mas
diferindo do experimento de Santa Rita.

Bashir, Ullah, e Mirza (2013) apés a inoculacdo de sementes de arroz com Pseudomonas spp.,
constataram aumento significativo de 13.4 % na matéria seca e 17.13 % na massa dos graos por
planta de arroz, em comparag¢do ao tratamento controle (sem inoculagdo). De forma semelhante
Ferreira, Knupp, e Martin-Didonet (2014) comprovaram o efeito significativo de Pseudomonas
spp. sob a massa seca e altura total de plantas de arroz cultivar BRS Aimoré. Para o parametro
massa seca os autores descreveram médias de 1.38 g e 1.02 g com e sem a inoculagcdo
respectivamente, € para o parametro altura total, médias de 79.07 cm e 66.37 cm com € sem a
inoculagdo respectivamente.

Variagdes no TN foram evidenciadas, de acordo com a parte da planta, fase analisada, isolado

bacteriano inoculado e forma de aplicacdo nos dois experimentos (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6. Teor de Nitrogénio na parte aérea e graos de arroz cultivar BRS Primavera sob

sistema de cultivo terras altas em Santa Rita - MA, Brasil.

Teor de Nitrogénio (g.kg™)

Parte aérea na antese ~ Parte aérea na maturagao Grao
T1 10.01 ab 3.39b 12.67 ab
T2 831b 3.80 ab 8.53b

T3 10.06 ab 5.65 ab 12.96 ab
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T4 12.15 ab 6.18 ab 11.44 ab
T5 11.63 ab 6.79 a 14.24 a
T6 1455 a 6.28 ab 12.25 ab
T7 10.70 ab 6.64 a 14.44 a

*Médias seguidas de mesma letra, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1- testemunha adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbiolizagao
das sementes com Bl mais adubacdo, T4- microbiolizacdo das sementes com B2 mais
adubacdo, T5- microbiolizacido das sementes com B1 mais pulverizagdo da solucio de B1 aos
30 e 60 dias apds semeadura mais adubacgdo, T6- microbiolizacdo das sementes com B2 mais
pulverizacdo da solugdo de B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubagdo e T7-
microbioliza¢do das sementes com B1B2 mais pulveriza¢do da solucdo de B1B2 aos 30 e 60
dias apds semeadura mais adubagdo.

Tabela 7. Teor de Nitrogénio na parte aérea e graos de arroz cultivar BRS Primavera sob

sistema de cultivo em terras altas em Pirapemas - MA, Brasil.

Teor de Nitrogénio (g.kg™)

Parte aérea na antese Parte aérea na maturacao Grao
Tl 1238 a 531a 12.61 ¢
T2 8¢ 5.13a 12.93 be
T3 9.65 bc 499 a 14.42 abc
T4 10.23 abc 499 a 14.87 ab
TS 10.94 ab 5.69 a 15.56 a
T6 11.36 ab 5.53a 14.61 abc
T7 11.04 ab 5.98 a 14.8 ab
T8 11,79 ab 5,53 a 13,72 abc

*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1- testemunha adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbiolizacao
das sementes com B1 mais pulverizagdo da solu¢gdo B1 aos 30 e 60 dias apos semeadura, T4-
microbioliza¢do das sementes com B2 mais pulverizacdo da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias
apos a semeadura, T5- microbiolizacdo das sementes com B1 mais pulverizagdo da solucdo de
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B1 aos 30 e 60 dias ap6s semeadura mais adubacgdo, T6- microbioliza¢do das sementes com B2
mais pulverizacdo da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias ap6s semeadura mais adubacdo, T7-
microbioliza¢do das sementes com B1B2 mais pulveriza¢ao da solucdo de B1B2 aos 30 e 60
dias apés semeadura e T8- microbiolizagdo das sementes com B1B2 mais pulverizacdo da
solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacao.

No experimento instalado em Santa Rita, o TN na parte aérea e graos de arroz sob a influéncia
de P. aeruginosa foi estatisticamente igual ou superior as testemunhas adubada e absoluta. No
entanto, podemos destacar na fase de antese o tratamento T6, correspondente a microbioliza¢io
e pulverizagdo com B2 aos 30 e 60 DAP mais adubacao NPK e, na maturagdo de graos os
tratamentos T5 e T7, correspondentes a microbiolizacdo e pulverizacdo com B1 aos 30 e 60
DAP mais adubagdo NPK e microbiolizacao e pulverizacdo com a mistura B1 e B2 aos 30 e 60
DAP mais adubagdo NPK, respectivamente (Tabela 6).

J4 no experimento instalado em Pirapemas houve diferenca estatistica significativa para o TN
somente na parte aérea da planta na antese e nos graos. Na fase de antese os tratamentos com
P. aeruginosa foram estatisticamente iguais a testemunha adubada, com excecao do tratamento
T3 que corresponde a microbiolizacio e pulverizacdo com o isolado bacteriano B1 aos 30 e 60
DAP, com média inferior a testemunha adubada. O TN nos grios de arroz sob a influéncia da
bactéria foi estatisticamente igual ou superior as testemunhas adubada e absoluta, com destaque
ao tratamento cinco que assim como no primeiro experimento em Santa Rita-MA, corresponde

a microbiolizacdo e pulverizagdo com o isolado Bl aos 30 e 60 DAP mais adubacio NPK
(Tabela 7).

Apesar da escassez de estudos sobre o potencial diazotréfico de Pseudomonas aeruginosa
constatamos o efeito positivo e significativo da bactéria sobre o teor de nitrogénio (g.kg!) na
parte aérea e graos de arroz. Pesquisas afirmam que bactérias capazes de fixar o N atmosférico
promovem consequentemente maior teor do nutriente a planta associada, exercendo influéncia
sobre seu desenvolvimento vegetativo e desempenho agrondmico (Quadros et al., 2014; Miiller
et al., 2016).

Corroborando com os resultados apresentado, Guimardes e Baldani (2013) observaram
variac¢des no teor de nitrogénio no arroz de acordo com a parte da planta, fase analisada, bactéria
inoculada além de cultivar. Os autores inocularam as bactérias Herbaspirilum spp. e
Burkholderia spp. em sementes das cultivares de arroz IR42 e IAC4440 e concluiram que hé
especificidade entre espécie de diazotréfica e cultivar, podendo haver baixa ou alta resposta a
inoculacdo sob condi¢des de campo. Para a cultivar IR42 s6 houve diferenca estatistica na fase

de maturacdo para inoculagcdo com Burkholderia spp. (13.7 g.kg™). J4 para cultivar IAC4440,
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os autores descreveram diferencas significativas na parte aérea e graos de arroz, sendo a maior
média na antese 1.66 g.kg™! apés a inoculagdo com Burkholderia spp.; na maturagio 1.23 gkg
! também apés a inoculagio com Burkholderia spp. e nos griaos ndo houve diferenca estatistica
entre as bactérias, mas a inoculacao favoreceu o TN se comparado ao controle, com médias de
1.31 gkg! apés inoculagio com Herbaspirilum spp. e 1.43 gkg! apés inoculagio com
Burkholderia spp.

Breda, Alves, e Reis (2016) ao avaliar o efeito da adubacdo nitrogenada e inoculagcdo de
Herbaspirilum seropedicae em milho, relataram médias estatisticamente iguais de 13.61 g.kg’
e 14.39 gkg'!, para o TN em griios, em resposta aos tratamentos adubacio com 50 kg de N
por hectare mais inoculacdo de H. seropedicae e adubag¢do com 100 kg de N por hectare sem a
inoculagdo, respectivamente. De forma semelhante, Miiller et al. (2016) descreveram que a
associacao da adubagdo nitrogenada e inoculagdo com Azospirilum brasiliense promoveu teores
de nitrogénio foliar favordveis ao desenvolvimento do milho, com variacdes de 27.84 g.kg! a
3221 gkgl.

Pode-se com isso inferir que hé influéncia de bactérias diazotréficas no TN nas folhas e graos
de culturas agricolas economicamente importantes em nivel mundial, sugerindo que a
inoculacdo pode ser uma alternativa vidvel ao uso excessivo de fertilizantes.

Os resultados comprovaram a eficécia da bactéria P. aeruginosa na redugdo da severidade das
doengas mancha parda, mancha foliar e escaldadura.

No experimento instalado em Santa Rita houve diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos para as doengas mancha parda e mancha foliar, com menor severidade obtida para
os tratamentos sob influéncia da bactéria. Para mancha parda ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos com P. aeruginona, mas para mancha foliar podemos destacar o tratamento
T7 que corresponde a mistura das duas bactérias com pulverizagdo aos 30 e 60 DAP mais
adubacao NPK (Figura 1).

Ja no experimento instalado em Pirapemas houve efeito positivo e significativo da bactéria
apenas sobre a doenca escaldadura, com menor severidade obtida para o tratamento oito que
corresponde a mistura das duas bactérias com pulverizagdo aos 30 e 60 DAP mais adubagdo

NPK, bem como o tratamento sete do experimento instalado em Santa Rita (Figura 2).
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Figura 1. Efeito da inoculacdo de Pseudomonas aeruginosa sobre a severidade das doengas
mancha parda, mancha estreita, mancha foliar e escaldadura em plantas de arroz sob cultivo em

terras altas em Santa Rita - MA, Brasil.
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*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
10% de probabilidade. T1- testemunha adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbiolizacao
das sementes com Bl mais adubacdo, T4- microbiolizacio das sementes com B2 mais
adubacdo, T5- microbioliza¢do das sementes com B1 mais pulverizacdo da solugdo de B1 aos
30 e 60 dias ap6s semeadura mais adubagdo, T6- microbiolizacdo das sementes com B2 mais
pulverizacao da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacdo e T7-
microbioliza¢do das sementes com B1B2 mais pulveriza¢do da solu¢do de B1B2 aos 30 e 60
dias apds semeadura mais adubacao.
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Figura 2. Efeito da inoculag¢do de Pseudomonas aeruginosa sobre a severidade das doengas
Mancha parda, Mancha estreita, Mancha foliar e Escaldadura em plantas de arroz sob cultivo

em terras altas em Pirapemas - MA, Brasil.
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*Médias seguidas de mesma letra, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
10% de probabilidade. T1- testemunha adubada, T2- testemunha absoluta, T3- microbioliza¢ao
das sementes com B1 mais pulverizacdo da solu¢do B1 aos 30 e 60 dias apds semeadura, T4-
microbiolizagdo das sementes com B2 mais pulverizagdo da solugdo de B2 aos 30 e 60 dias
apo6s a semeadura, TS5- microbiolizacdo das sementes com B1 mais pulveriza¢io da solug¢do de
B1 aos 30 e 60 dias ap6s semeadura mais adubagdo, T6- microbioliza¢do das sementes com B2
mais pulverizacdo da solucdo de B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacdo, T7-
microbioliza¢do das sementes com B1B2 mais pulveriza¢ao da solucdo de B1B2 aos 30 e 60
dias apos semeadura e T8- microbiolizagdo das sementes com B1B2 mais pulverizacdo da
solucdo de B1B2 aos 30 e 60 dias apds semeadura mais adubacao.

Souza Junior et al., (2017) constataram reducdo significativa na severidade de mancha parda
(Bipolares oryzae) e escaldadura (Gerlachia oryzae), em plantas de arroz cujas sementes foram
microbiolizadas respectivamente com P. synxantha e P. fluorescens, em relacdo ao controle e
ao tratamento com fungicida. Os autores destacaram que ndo houve diferenca estatistica entre
o controle e o tratamento com fungicida para ambas as doencgas e descreveram para severidade
de mancha parda, médias de 4.57 quando as sementes foram tratadas com Carboxin Thiran;
6.50 para o controle e 3 para inoculacdo com P. synxantha; ja para severidade de escaldadura
as médias foram 1.25 para o tratamento com Carboxin Thiran; 1.0 para o controle e 0.63 para

inoculacdo com P. fluorescens.
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Oliveira et al. (2019) testaram a combina¢do de formulacgdes a base de glicerol e melagco com
cepas de P. fluorescens e evidenciaram o potencial da espécie na reducdo da severidade de
Mangnaporte oryzae, fungo causador da brusone. Segundo estes autores, a espécie pode ser
considerada um biofungicida eficiente para o manejo integrado, reduzindo a dependéncia de
insumos quimicos e melhorando a producao sustentdvel de alimentos.

Corroborando com os resultados apresentados, estudos recentes também comprovam o
potencial de espécies do género Pseudomonas na reducao da severidade de doencas foliares do
milho, a exemplo, Planchamp, Glauser, ¢ Mauch-Mani (2015) relataram que apds a
microbioliza¢do de sementes de milho, cultivar Jubileu com P. putida KT2440, houve reducao
significativa de antracnose foliar (Colletotrichum graminicola) em relagdo ao controle. Que
destacaram que a drea foliar colonizada pelo fungo C. graminicola foi 20 vezes menor em

plantas cujas sementes foram inoculadas, quando comparadas ao tratamento controle.

CONCLUSAO
Os tratamentos sob influéncia de P. aeruginosa foram estatisticamente superiores ou iguais a
testemunha adubada em resposta ao desenvolvimento inicial, pardmetros agrondmicos e
produtivos (Massa de mil graos, percentual de graos inteiros, matéria seca das plantas na antese
e maturaciao, nimero de paniculas por parcela e altura total das plantas), teor de nitrogénio
(parte aérea da planta na antese, maturacio e graos) e sanidade das plantas (mancha parda,
escaldadura e mancha foliar), evidenciando o potencial de uso da bactéria como alternativa

econdmica e ecoldgica ao uso excessivo de fertilizantes e pesticidas.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Os 33 isolados bacterianos obtidos de plantas de arroz sob cultivo terras altas no
Maranhdo foram identificados como Pseudomonas aeruginosa e apresentaram proximidade
filogenética com as espécies Comamonas sediminis, Stenotrophomonas tumulicula, S.
maltophhilia, Pseudomonas hibscicola, P. donghunensis, P. sihuiensis, P.guguanesis,
Raoultella ornithinolytica e Celvibrio japonicus. Dentre os 33 isolados de Pseudomonas
aeruginosa, 15 apresentaram capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) devido a
comprovada reducdo de acetileno pela enzima nitrogenase, no entanto, ressaltamos que os
1solados denominados SNf, DACAr, BACr, APf, SM3r e NBf se destacaram com 0s maiores
valores de nitrogenase e também foram capazes de produzir o hormonio dcido indol acético
(AIA), constituindo uma alternativa econdmico-ambiental vidvel a producdo agricola em
detrimento do uso excessivo de agroquimicos.

2. Os tratamentos sob influéncia de P. aeruginosa foram iguais ou superiores a
testemunha adubada em resposta ao desenvolvimento inicial, pardmetros agrondmicos e
produtivos, teor de nitrogénio e sanidade das plantas, evidenciando o potencial de uso da

bactéria como alternativa econdmica e ecoldgica ao uso excessivo de fertilizantes e pesticidas.
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ANEXO 1. NORMAS DE FORMATACAO DA REVISTA EVIROMENTAL
MICROBIOLOGY

Resumo

Todos os trabalhos devem incluir um resumo, que nao exceda 200 palavras, que descreva
sucintamente as principais conclusdes do trabalho. Informacdes basicas e descri¢des do que foi
feito e como devem ser evitadas como redundantes, a menos que sejam essenciais para a

compreensdo dos resultados e, depois, restritas a uma ou duas frases.

(0] texto principal

Para artigos de pesquisa, o texto principal deve ser subdividido em legendas Introducao,
Resultados, Discussdo, Procedimentos Experimentais, Agradecimentos, Referéncias, Tabela e
Figura. As secdes Resultados e Discussdo podem ser combinadas e podem incluir subtitulos
adicionais. Procedimentos experimentais novos ou desconhecidos devem ser descritos em
detalhes suficientes para permitir que as experiéncias sejam reproduzidas. Procedimentos bem
documentados devem ser adequadamente citados. Para relatdrios breves, resultados e discussao
sdo combinados, ndo hd se¢do sobre procedimentos experimentais e detalhes experimentais
essenciais devem ser incorporados nas legendas correspondentes das figuras e tabelas. A
posicdo preferida das tabelas e figuras deve ser indicada nos locais apropriados do

manuscrito. Notas de rodapé devem ser evitadas.
Formatar

texto

O texto deve ser formatado em espaco duplo, digitado de forma consistente [por exemplo,
cuidado para distinguir entre 'l' (um) e 'l' (L mindsculo), '0' (zero) e 'O' (maiusculo O), etc.] sem
hifenizacdo e quebra automatica de linha (sem retornos brutos nos pardgrafos) e linha e pagina

numeradas consecutivamente.

Referéncias
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Os autores devem usar o sistema de citacido de referéncias ilustradas abaixo. Somente artigos
completos que foram publicados ou estio no prelo' podem ser incluidos na lista de
referéncias. No texto, estudos ndo publicados ou submetidos devem ser referidos como tal (por
exemplo, JM Smith, nio publicado) ou como uma comunicagio pessoal. E de responsabilidade
do autor obter permissdo dos colegas para incluir seu trabalho como comunicagdo pessoal. No
texto, as referéncias devem ser inseridas entre parénteses em ordem de data, da seguinte forma:
(Pugsley, 1996; Matsunaga ef al.1997). A lista de referéncias deve estar em ordem alfabética,
de acordo com o primeiro nome do autor. Trabalhos com dois autores devem seguir os do
primeiro nome, organizados em ordem alfabética de acordo com o nome do segundo autor. Os
artigos com mais de dois autores devem seguir os do primeiro autor nomeado em ordem
cronoldgica; com vdrias referéncias do mesmo primeiro autor em um determinado ano, liste as
referéncias na ordem citada. O titulo do artigo deve ser incluido. Para trabalhos com até sete
autores, os nomes de todos os autores devem ser listados. Para artigos com oito ou mais autores,
os seis primeiros nomes devem ser listados, seguidos por ' et al .. Abrevia¢des padrao de titulos

de periddicos devem ser usadas, como no Index Medicus.

A seguir, exemplos:

Sahm, K., MacGregor, BJ, Jgrgensen, BB e Stahl, DA (1999) Reducao de sulfato e distribuicao
vertical de bactérias redutoras de sulfato quantificadas por hibridacao de ranhuras de rRNA em

sedimentos marinhos costeiros. Environ Microbiol 1: 65-74.

Madigan, MT, Martinko, JM, Dunlap, PV e Clark, DP (2008) Brock Biology of

Microorganisms, 12a edn. Nova York, EUA: Pearson Higher Education.

Finlay, BI, Fenchel, T. ¢ Embley, TM (1993) Endossimbiose por metanogénio em climas
anaerébicos. In Trends in Microbial Ecology. Guerrero, R. e Pedros-Alio, C. (eds). Barcelona:

Sociedade Espanhola de Microbiologia, pp- 285-288.

Referéncias ao material disponivel na World Wide Web podem ser fornecidas, mas somente se
as informagdes estiverem disponiveis gratuitamente para os leitores em um site oficial. Os
autores deverdo fornecer copias eletronicas do material citado para inclusio nos sites da revista,

a criterio dos  Editores. @O  formato para citagbes € o  seguinte:
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Beckleheimer, J. (1994). Como vocé cita URLs em uma bibliografia? [Documento
WWW]. URL www.nrlssc.navy.mil/meta/bibliography.html.
No entanto, como o conteddo e os enderecos do site estio mudando constantemente, 0s autores

sdo desencorajados a citar as principais informagdes disponiveis apenas na web.

Matemdtica

As equacdes em linha devem ser digitadas como texto. O uso de programas gréficos e 'editores

de equacdes' deve ser evitado. As equacdes exibidas sdo recodificadas pelo nosso tipdgrafo.

Tabelas As

tabelas devem ser digitadas como texto, usando 'tabs' ou um editor de tabelas para o layout. Nao

use software gréfico para criar tabelas.

Figuras

Fornega versdes digitais de alta qualidade de figuras, de preferéncia em formato EPS ou
TIFF. Os arquivos TIFF ndo devem ser produzidos através da transferéncia de imagens de um
arquivo anterior do Powerpoint, pois isso resulta em grande perda de resolucdo. As
fotomicrografias devem incluir uma barra dimensionada e indicar o tamanho (apenas descri¢des
de ampliagcdo ndo sdo suficientes). As imagens fotogréaficas enviadas devem ser dimensionadas
para o tamanho da publicacdo e devem ter uma resolucao de imagem de 300 dpi ou superior no
formato TIFF. Fotografias anotadas, graficos de linhas e graficos de barras devem ser gerados
no formato EPS para obter a melhor qualidade de reproducdo. Para diretrizes mais detalhadas,

consulte http://media.wiley.com/assets/7323/92/electronic _artwork guidelines.pdf.

Fornega detalhes metodolégicos sobre aquisicdo e processamento de imagens, incluindo

software e operagoes, como colorizacio e outras modificagdes.

Os autores sdo lembrados de que ndo € conduta cientifica aceitdvel modificar qualquer elemento
separado dentro de uma imagem. As vezes, os ajustes de toda a imagem no brilho, contraste e

equilibrio de cores sdo justificados se eles ndo deturparem os dados originais


http://media.wiley.com/assets/7323/92/electronic_artwork_guidelines.pdf
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observados. Figuras compostas compostas por imagens agrupadas, como inser¢des de campos
diferentes ou partes separadas de géis, devem ser explicadas na legenda da figura e
diferenciadas pelo uso de linhas divisérias ou outros meios para tornar os compdsitos

inequivocos.

Certifique-se de que a arte eletrOnica seja preparada de forma que, apds a redugdo para caber
em uma ou duas colunas ou dois ter¢os da largura da pigina (80 mm, 169 mm ou 110 mm
respectivamente), conforme necessdrio, todas as letras sejam claras e faceis de ler, ou seja,
nenhum rétulo deve ser muito grande ou muito pequeno. Evite usar tonalidades, se possivel; se
elas sdo essenciais para a compreensao da figura, tente tornd-las grosseiras. Nenhum trabalho
artistico deve ser incorporado nos arquivos de texto. Na edicdo on-line em texto completo da
revista, as legendas das figuras podem ser truncadas em links abreviados para a versiao em tela
cheia. Portanto, os 100 primeiros caracteres de qualquer legenda devem informar o leitor sobre

0s principais aspectos da figura.

Os autores sdo incentivados a wusar telas coloridas, quando apropriado.
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ANEXO 2. NORMAS DE FORMATACAO DA REVISTA ACTA SCIENTIARUM
AGRONOMY

1. Os autores devem visitar o website do COPE http://publicationethics.org, que contém

informagdes para autores e editores sobre a ética em pesquisa;
2. Antes da submissao, os autores devem seguir os seguintes critérios:

- Com o objetivo de evitar a endogenia e diversidade dos autores publicados, exigimos que,
apos a publicacdo na revista, os autores aguardem, no minimo, 1 ano até publicarem qualquer

outro artigo no periodico.

- artigos que contenham aquisicdo de dados ou andlise e interpretacio de dados de outras

publicacdes devem referencid-las de maneira explicita;

- na redacdo de artigos que contenham uma revisao critica do conteddo intelectual de outros

autores, estes deverao ser devidamente citados;

- todos os autores devem atender os critérios de autoria inédita do artigo e nenhum dos

pesquisadores envolvidos na pesquisa podera ser omitido da lista de autores;
- a aprovacdao final do artigo serd feita pelos editores e conselho editorial.
3. Para responder aos critérios, serao realizados os seguintes procedimentos:

a) Os editores avaliardo os manuscritos com o sistema CrossCheck logo apds a submissao.
Primeiramente serd avaliado o contetido textual dos artigos cientificos, procurando identificar

plagio, submissdes duplicadas, manuscritos ja publicados e possiveis fraudes em pesquisa;

b) Com os resultados, cabe aos editores e conselho editorial decidir se o manuscrito sera

enviado para revisdo por pares que também realizardo avaliacoes;
¢) Apods o aceite e antes da publicacdo, os artigos poderdo ser avaliados novamente.

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS:


http://publicationethics.org/
http://www.crossref.org/08downloads/handouts/crosscheck.pdf
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1. Acta Scientiarum. Agronomy, ISSN 1807-8621 (Impresso) E ISSN 1807-8621 (on-line), é

uma publicacdo continua da Universidade Estadual de Maringa.

2. A revista publica artigos originais em todas as areas relevantes da Agronomia, incluindo
ciéncia do solo, entomologia agricola, fertilidade do solo e adubacio, fisica do solo, fisiologia
de plantas cultivadas, fitopatologia, fitossanidade, fitotecnia, génese, morfologia e classifica¢ao
dos solos, manejo e conservacdo do solo, manejo integrado de pragas das plantas,
melhoramento vegetal, microbiologia agricola, parasitologia agricola e producdo e

beneficiamento de sementes.

3. Os autores se obrigam a declarar que seu manuscrito ¢ um trabalho original, e que ndo estd
sendo submetido, em parte ou no seu todo, a andlise para publicacdo em outro meio de
divulgacdo cientifica sob pena de exclusdo. Esta declaracdo encontra-se disponivel no

endereco: http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron/about/submissions.

4. Os dados, ideias, opinides e conceitos emitidos nos artigos, bem como a exatiddo das
referéncias, sdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es). A eventual citacdo de produtos e
marcas comerciais ndo significa recomendacdo de seu uso por parte do Conselho Editorial da

revista.

5. Os relatos deverdo basear-se nas técnicas mais avangadas e apropriadas a pesquisa. Quando
apropriado, devera ser atestado que a pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e

Biosseguranca da instituicao.
6. Os artigos submetidos deverdo ser em inglés.

7. Os artigos serdo avaliados por, no minimo, trés consultores da drea de conhecimento da
pesquisa, de instituicoes de ensino e/ou pesquisa nacionais e estrangeiras, de comprovada
produgdo cientifica. Apos as devidas correcdes e possivels sugestdes, o artigo serd aceito se

tiver dois pareceres favordveis e rejeitado quando dois pareceres forem desfavoraveis.

8. Os artigos deverdao ser submetidos pela internet, acessando o Portal ACTA, no

endereco http://www.uem.br/acta.

9. O conflito de interesses pode ser de natureza pessoal, comercial, politica, académica ou

financeira. Conflitos de interesses podem ocorrer quando autores, revisores ou editores
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possuem interesses que podem influenciar na elabora¢do ou avaliacio de manuscritos. Ao
submeter o manuscrito, os autores sdo responsdveis por reconhecer e revelar conflitos
financeiros ou de outra natureza que possam ter influenciado o trabalho. Os autores devem
identificar no manuscrito todo o apoio financeiro obtido para a execugdo do trabalho e outras
conexOes pessoais referentes a realizagdo do mesmo. O revisor deve informar aos editores
quaisquer conflitos de interesse que poderiam influenciar sobre a andlise do manuscrito, e deve

declarar-se nao qualificado para revisa-lo.

10. O texto em inglés dos artigos aceitos para publicagdo serd submetido a correcdo

do American Journal Experts e custeado pelos autores. (http://www.journalexperts.com).

11. Nao serdo aceitos manuscritos nos quais:

a) os experimentos de campo ndo incluam dados de dois anos ou de vdrias localidades dentro

do mesmo ano;

b) a andlise de dados obtidos de ambientes controlados seja limitada a apenas um experimento

ou bioensaio, sem repeticdes durante o periodo;

¢) os experimentos se refiram a apenas testes sobre a atividade de produtos quimicos ou

bioldgicos contra agentes bidticos ou estresses fisioldgicos;

d) os experimentos com cultura in vitro sejam limitados ao melhoramento dos protocolos

padronizados de cultura ou os que ndo fornecam novas informagdes no campo;

e) seus objetivos sejam limitados a registrar a primeira ocorréncia de um organismo nocivo ao
sistema ecoagricola ou um estudo basico sobre os parametros biolégicos do organismo sem
uma definida indicacdo de como esse conhecimento poderia melhorar o manejo da praga no

contexto local ou regional.

12. Estdo listadas abaixo a formatagdo e outras convengdes que deverdo ser seguidas:

a) No processo de submissdo, deverdo ser inseridos os nomes completos dos autores (no
maximo oito), nimero identificador (ID) do ORCID, seus enderecos institucionais e o e-

mail do autor indicado para correspondéncia.
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b) Os artigos deverdo ser subdivididos com os seguintes subtitulos: Abstract, Keywords,
Introducdo, Material e métodos, Resultados e/ou Discussdo, Conclusdo, Agradecimentos
(opcional) e Referéncias. Esses itens deverdo ser em caixa alta e em negrito e ndo deverao ser

numerados.

¢) O titulo, com no maximo vinte palavras, devera ser preciso. Também devera ser fornecido

um titulo resumido com, no mdximo, seis palavras.

d) O Abstract (200 a 300 palavras), deverd conter informagdes sucintas sobre o objetivo da
pesquisa, os materiais experimentais, os métodos empregados, os resultados e a conclusdo. Até
seis keywords (recomenda-se ndo utilizar as palavras do titulo) deverdo ser acrescentadas ao

final do abstract.

e) Os artigos deverdo ter de 12 a 20 pédginas digitadas, incluindo figuras, tabelas e referéncias.
Deverao ser escritos em espaco 1,5 linhas e ter suas piginas e linhas numeradas. O trabalho

devera ser editado no Word, ou compativel, utilizando fonte Times New Roman, tamanho 12.

f) O trabalho deverd ser formatado em A4 e as margens inferior, superior, direita e esquerda

deverao ser de 2,5 cm.

g) O arquivo contendo o trabalho que devera ser anexado (transferido), durante a submissao,
nao poderd ultrapassar o tamanho de 2 MB, nem podera conter qualquer tipo de identificacdo

de autoria, inclusive na opg¢ao propriedades do Word.

h) Tabelas, figuras e graficos deverao ser inseridos no texto, logo depois de citados.

i) As figuras e as tabelas ndo deverao ultrapassar 17 cm de largura.

J) As figuras digitalizadas deverdo ter 300 dpi de resolugdo e preferencialmente gravadas no

formato jpg ou png. Ilustracdes em cores serdo aceitas para publicacdo.

k) Devera ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas.

1) As equagdes deverdo ser editadas utilizando o Equation Built do Word.

m) As varidveis deverdo ser identificadas apds a equacao.
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n) Recomenda-se que os autores realizem a andlise de regressdo para fatores quantitativos.

0) Artigos de revisdo poderao ser publicados mediante convite do Conselho Editorial ou Editor-

Chefe da Eduem.

p) A revista aceita um indice maximo de 5% de autocitacdes e, ainda, recomenda que oitenta
por cento (80%) das referéncias bibliogréaficas sejam de artigos listados na base ISI Web of
Knowledge, Scopus ou SciELO com menos de 10 anos. Recomenda-se dar preferéncia as
citacdes de artigos internacionais. Nao serdo aceitas nas referéncias citagdes de monografias,
dissertacoes e teses, anais, resumos, resumos expandidos, jornais, magazines, boletins técnicos

e documentos eletronicos.

q) As citacdes deverdo seguir os exemplos abaixo, que se baseiam na norma da American
Psychological Association (APA). Para citacao no texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005)
ou (Lopes, 2005); para dois autores: Souza e Scapim (2005) ou (Souza & Scapim, 2005); para
trés a cinco autores (1.* citagdo): Venturieri, Venturieri, e Leopoldo (2013) ou (Venturieri,
Venturieri, & Leopoldo, 2013) e, nas citacdes subsequentes, Venturieri et al. (2013) ou
(Venturieri et al., 2013); para seis ou mais autores, citar apenas o primeiro seguido de et al.:

Wayner et al. (2007) ou (Wayner et al., 2007).

MODELOS DE REFERENCIAS

Deverio ser organizadas em ordem alfabética, alinhamento justificado, conforme os exemplos
seguintes, que se baseiam na norma da American Psychological Association (APA). Os titulos
dos periddicos deverdo ser completos e ndo abreviados e em itdlico, sem o local de publicacao.

As referéncias deverao conter o DOL.
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