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Resumo

Em virtude do consumo mundial ¢ elevado de grios de arroz, ¢ das perdas na
produtividade devido a danos causados por estresses abioticos (déficit hidrico ¢ alelopatia),
sobre tudo na fase inicial de deselvolvimento da cultura, estudos que busquem a mitigagio dos
danos sdo necessarios, neste sentido o objetico foi estudado os possiveis efeitos benéficos na
morfo-anatomia ¢ fisiologia nas plantas submetidas aos estresses pelo uso de rizoobacterias
promotoras de crescimento (PGPR) (Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e Burkholderia
pyrrocinia BRM-32113) que foram previamente selecionadas e identificadas em estudos
anteriores, foi identificar a potencial agda em plantas de arroz de terras altas. Nos estudos
relacionadas a déficit hidri foi possivel verificar. Nos estudos relacionado ao déficit hidrico as
com BRM-32113 ¢ BRM-32111, verificou-se que foram tolerantes aos estresses abioticos de
salinidade, temperatura ¢ seca ¢ ambas isoladas ¢ combinadas promoveram tolerdncia ao
csiresse a seca em plantas de arroz em lamina de dgua no solo de até 30% da capacidade de
campo em biomassa, teor relativo de clorofila, niimero de folhas, biomassa ¢ comprimento
radicular. As sementes com PEG ¢ inoculadas com BRM-32111 apresentaram maior a
germinagdo, ¢ as plantas tiveram maior Wam, ¢ plantas com BRM 32113 tiveram maior IVG.
As plantas inoculadas com BRM 32111 ¢ BRM-32113 tiveram maior diametro radicular,
numero de poros de protoxilema, espessura do cortex, redugio de poro estomatico ¢ aumento
na densidade de estématos, ¢ aumento em A, Ci/Ca, WUE e A / Ci, maior acumulo de clorofila
a ¢ clorofila b, prolina ¢ redugio em MDA. E quando as BRM 32111 ¢ BRM-32113 foram
testadas em relagdo a indugio de tolerincia aos aleloguimicos ocorreu o aumento biomassa,
area foliar, comprimento e biomassa radicular, clorofila a e clorofila a + b, A, A/ Cie WUE.
Esses efeitos que os isolados de BRM 32111 ¢ BRM 32113 induziram nas plantas em condigdes
de estresses, mostram a eficiéncia no estimulo da tolerancia de plantas de arroz de terras altas

ao estresse com aleloquimicos e déficit hidrico.

Palavras-chave: Arroz, déficti hidrico, alelopatia, Rhizobacteria, Pseudomonas Auorescens,

Burkholderia pyrrocinia.
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1. Contextualizagio

O cultivo de arroz de terras altas

Entre as culturas que sofrem maior pressdo de produgdo, esta a cultura do arroz, dos
quais podem ser produzidos em dois sistemas diferentes, o sistema irrigado ¢ de terras altas. O
sistema de produgdo de arroz de terras altas tem menor produtividade, podem ter problemas no
crescimento ocasionado pelo deficit hidrico com a ocorrencia de veranicos, infestagio de
plantas daninhas, deficiéncia nutricional, ¢ ocorrencia de doengas como brusone, queima da
bainha das folhas ¢ escaldadura. No entanto, este sistema possui economia do uso da agua o
que ¢ um fator importante diante do problema global de dgua na agricultura (Mishra 1999;
Wade 2003).

O arroz (Oryza sativa 1.) ¢ uma cultura consumida por um tergo da populagio mundial,
sendo os maiores produtores no mundo China ¢ India, o Brasil configura com nono maior
produtor mundial (AMIS, 2016), ¢ o estado com maior produgio de arroz de terras altas no
Brasil ¢ o Mato Grasso, ¢ de irrigado o Rio Grande do Sul (Asch 2003). Deste modo, este estudo
¢ uma literatura sobre a viabilidade do uso de rizobacterias (BRM-32111 ¢ BRM-32113) na
promogdo de crescimento, ¢ mitigagdo de danos causados por agentes bidticos ¢ abidticos em
plantios de arroz de terras altas com uso de isolados de rizobacterias obtidas em plantios de

arroz de mesmo sistema de plantio.

Principais desafios para o cultivo de sereais

O principal desafio nas ciéncias agrarias ¢ desenvolver tecnologias para aumentar o
rendimento das culturas, com seguranga nutricional e sustentabilidade (Gepstein e Glick, 2013,
Patel et al,, 2015; Hamilton et al., 2016). Os problemas mais relevantes na agricultura sdo: o
crescimento populacional, mudanga drasticas no clima global ocasionadas por fenémenos como
El Nifio ¢ consequentemente a ocorréncia de veranicos, diminuigdo de terras agricolas,
urbanizagdo ¢ uso intensivo de agroquimicos que tem afetado a produgio vegetal mundial, além

de acumulo de compostos téxicos no solo para planta (Gepstein, 2013, Rashid et al., 2016).

Uso estratégico das PGPR
Uma estratégia para gerir a produtividade agricola, crescimento econdmico, proteger a
biodiversidade por meio de diminuig¢do do uso de fertilizantes quimico, herbicidas e pesticidas

para atender as crescentes exigéneias alimentares ¢ o uso de populagdes de rizobactérias
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promotoras do crescimento de plantas (PGPR) (Pereg ¢ McMillan, 2015; Hamilton et al., 2016).
Este termo foi inicialmente definido por Kloepper ¢ Schroth (1978).

A rizosfera € a zona do solo em torno de uma raiz de planta onde a biologia ¢ a quimica
do solo sdo influenciadas pelas raizes (Lugtenberg ¢ Kamilova 2009). Os exsudados radiculares
incluem aminodcidos, 4cidos orginicos, carboidratos, aglicares, mucilagem e proteinas. A
capacidade das rizobactérias de usar acidos orginicos como fontes de carbono esté relacionado
a diversidade microbiolégica em tormo da zona radicular, que também ¢ determinada pela
especie de planta, pois as diferem na composigio ¢ as quantidades de exsudados da raiz, o que

provavelmente afeta as populagdes microbianas (Drogue et al., 2012).

Interagio incial entre planta e PGPR

Estudos com Pseudomonas fluorescens foram capazes de indicar a sequéncia de eventos
que ocorrem na interagdo bactéria planta, o inicio do processo de interagdo das bactérias com a
superficie radicular ocorre através de compostos produzidos por estas, as bactérias liberam
material amorfo em volta das células bacterianas proximo a raiz, e por sua vez as raizes liberam
0s exsudados radiculares o que auxilia na formagio de um biofilme. Estudos relatam que
aproximadamente entre 5 a 21% de carbono interno (C1) fixado nas folhas ¢ transportado para
as raizes ¢ liberados na rizosfera através da exsudagio radicular (Marschner, 1995).

Os exsudados radiculares exercem uma atragio das bactérias pelas raizes, apos esta
ctapa ocorre a fixagdo bacteriana na epiderme das raizes, ¢ em seguida a penetragio ¢
colonizagio ao longo da raiz (Mazzucchi, 1983). Estes processos culminam na formagio do
Quorum sense, que sdo agregagdes de microcolonias bacterianas nas Jungoes das paredes
adjacentes epidérmicas, deste modo essas areas sio sugeridas como locais preferenciais de
penciragio ¢ posterior replicagdo. O processo de penetragdo inicia com hidrolizagao de
pequenas areas da parede celular por agdo enzimatica (celulases), que sdao produzidas pelas
bactérias para enfraquecer localmente ou afrouxar a parede celular da epiderme, facilitando
assim a disseminagdo das bactérias nos tecidos da raiz (Campbell et al., 1987).

As caracteristicas que a bactéria necessita para ser consideradas como rizobactérias
promotoras do crescimento das plantas (PGPR) sio ser eficientes para colonizar a superficie da
raiz, deve sobreviver, multiplicar ¢ competir com outros micoorganismos da microbiota, pelo
menos durante o tempo necessario para expressar a atividade de promogao de crescimento e/ou

protegio das plantas (Kloepper, 1994).
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Efeito de PGPR nas plantas

As PGPR estimulam o crescimento das plantas por de diversos mecanismos, que
incluem a melhoria da transformagio ¢ aquisigdo de nitrogénio, auxilia na mineralizagio de
fosforo, estimula a produgio de fitohormonios, ¢ alguns géneros podem ter sinergismo com
outras interagdes bactérias-plantas, e mitigagdo de danos ocasionados por estresses em plantas
(Rashid et al., 2016; Singh ¢ Kapoor, 1999; Vimal et al., 2016; Bhattacharyya ¢ Jha, 2012; Bell
et al., 2015; Kurepin et al., 2015) (Quadro 1), essa promogio de crescimento pode ocorrer de
forma direta (induzindo alteragdes fisiologicas, bioquimicas, molecular ¢ morfo-anatomica) ou
indireta (através de indugdo de resisténcia a estresse) deste modo os promotores de crescimento
também podem proteger plantas através do controle de fitopatogenos no solo e nas sementes,
indugdo de resisténcia sistémicas ¢ produgdo de compostos volateis que podem inibir o
crescimento de microbios deletérios nos tecidos vegetais (Bhattacharyya et al., 2015; Jain et al.,
2013; Bach et al., 2016). Alguns destes efeitos foram identificados nos estudos de plantas de
arroz com Pseudomonas fluorescens BRM-32111 ¢ Burkholderia pyrrocinia BRM-32113
(Filipp1 et al., 2011; Régo et al., 2014; Nascente et al., 2016; Bueno et al., 2017).

Quadro 1. Associagdes de planta-rizobacterias (Pseudomonas fluorescens BRM-32111 ¢
Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) em estudos de promogio de crescimento em plantas €
indutogao de resisténcia a patogeno de plantas arroz de terras altas nos estados do Para e Goias.

Rizobactérias Tracos de indutores de crescimento e resisténcias Referéncias

Produgio de sideroforo (Filippi et al., 2011)
Supresséo da brusone (Magnaporthe oryzae)
Atividade peroxidasse

Atividade chitinase

Atividade b-1,3-glucanase

Incremento de comprimento e biomassa nas plantas (Régo et al., 2014)
Compostos fenolicos totais

P. fluorescens
B. pyrrocinia

Flavonoides

Monomeros de lignina
Aumento na atividade celulase (Nascente et al., 2016)
Aumentos nas concentragdes de N, K, Ca
Supresséo da escaldadura (Monographella albescens) (Bueno et al., 2017)
Aumento na concentragio de Silicio nas folhas
Aumento nas concentragdes de Fe e Mn (Nascente et al., 2016)
Solubilizador de fosfato

P. fluorescens

B. pyrrocinia | Acido indolacético (AIA) (Nascente et al., 2016)

Plantas sobre estresses biotios com PGPR
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Em geral a competigdo por nutrientes, exclusdo de nichos, resisténcia e produgio de
metabolitos antifingicos sdo modos de atividade de controlo biologico induzidos pelas PGPR
Muitas rizobactérias tém sido relatadas como produtoras de metabolitos antifingicos como,
HCN, fenazinas, pirrolnitrina, 2.4-diacetilfloroglucinol, pioluteorina, viscosinamida ¢ tensin
(Bhattacharyya e Jha, 2012) (Lugtenberg ¢ Kamilova, 2009). (Glick, 2012). Essa interagio de
alguns rizobactérias com as raizes das plantas pode resultar em resisténcia contra algumas
bactérias patogénicas, fungos e virus. Este Fenomeno é chamado de resisténcia sistémica
induzida (ISR) (Lugtenberg ¢ Kamilova, 2009).

Dentre as infermidades que mais acometem a cultura do arroz no brasil temos a brusone
¢ a escaldadura. A brusone ¢ causada por Magnaporthe oryzae B.Couch [Pyricularia Grisea
(Cooke) Sacc.] sendo a doenga mais destrutiva em todo o mundo, ¢ ja causou perdas de
rendimento de 100% em surtos no Brasil, na cultivar de arroz de terras altas, Colosso (Prabhu
et al., 2009; Filippi et al., 2011), ¢ a escaldadura nas folhas é causada pelo fungo necrotrofico
Monographella Albescens (= Rhynchosporium orvzae) € ocorre em varias partes do mundo
onde o arroz € cultivado, no Brasil a doenga ¢ mais severa no norte do pais (Kimati et al., 2011;
Bueno et al., 2017). O uso de PGPR induz a supressdo de doengas por diversos mecanismos

(Tabela 2).

Piantas sobre danos abiotios com PGPR

As rizobacterias podem contribuir para estabilidade ambiental pela produgdo de
exopolimeros (EPS), na agregagio do solos que aderem as raizes sob diferentes tensoes
ambientais (Nunkaew et al., 2015). O EPS microbiano liga as particulas do solo auxiliam na
manutengao de micro e macroagregados juntamente com hifas fingicas ¢ assim estabiliza os
solos resultando em um aumento da disponibilidade de agua ¢ fertilizantes (Upadhyay et al.,
2011, Sandhya et al., 2009), outro problema comum no solo, ¢ o acumulo de compostos que
causam menor crescimento e perda de produtividade, como herbicidas, pesticidas € compostos
organicos, aleloquimicos, presentes no solo devido a intensas atividades agricolas. Um passo
chave durante a remediagdo com rizobacterias consiste na selegio de rizobactérias degradantes
de poluentes que vivem na rizosfera ¢ que utilizam os exsudato radiculares como fonte de
energia para manutengio da atividade (Kuiper et al., 2001). Estas bactérias, além de degradar
os compostos poluentes, freqiientemente auxiliam diretamente na remediagdo produzindo
horménios, fixando nitrogénio atmosférico, solubilizando fosfato ou secretando sideroforos ou

memo na modulagdo de genes (Denton 2007, Rahman et al., 2002). Deste modo muitos estudos
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Resumo

O consumo elevado de agua pela agricultura ¢ um problema global, ¢ os danos ao
crescimento causado pelos veranicos agravam esic problema, o arroz (Oryza sativa L)
cultivado em sistema irrigado e apresenta uma alta demanda hidrica, o objetivo foi determinar
a Lamina de agua no solo (LAS) critica, através das alteragdes morfo-anatdmicas induzidas por
PGPR (Burkholderia apyrrocinia = BRM-3213 ¢ Pseudomonas fluorescens BRM-3211), em
plantas de arroz sob diferente LAS. As PGPR foram submetidas aos esIresses abioticos de:
temperatura (30, 35 ¢ 40 °C), salinidade (0.5 % ¢ 7.5%) e déficit hidrico (0, -0.2, 0.4, -0.6, -
0.8, -1.0 e -1.2 Mpa) com 10 repetigoes ¢ avaliado o crescimento. E as plantas de arroz
inoculadas com: BRM-3211, BRM-3213 e controle, submetidas ao LAS de: 100, 70, 50 ¢ 30
9 da capacidade de campo, com {rés vasos por tratamento ¢ ¢inco plantas por vaso. Foram
avaliados: agua evapotranspirada ¢ Potencial hidrico (Wam), biomassa ¢ comprimento da planta,
area foliar, teor relativo de clorofila (SPAD), biomassa ¢ comprimento da raiz. As PGPR foram
tolerantes aos estresses abioticos de: salinidade, temperatura € scca, as plantas atingiram a LAS
critica de até 63 % da capacidade de campo, a3 plantas com BRM-3211 tiveram os efeitos do
déficit hidrico mitigados com maior biomassa, teor relativo de clorofila, biomassa ¢
comprimento da raiz quando comparados a planas controle em cada LAS. As PGPR induzem

tolerincia a déficit hidrico nas plantas.

Palavras-chave: Planta de aroz, Burkholderia pyrrocinia, Pseudomonas fluorescens, déficit

hidrico.
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Introdugao

O arroz é o segundo cereal mais consumido no mundo, com produgio mundial de 488.4
toneladas na safra de 2012, os paises asiaticos sio os maiores produtores de arroz do mundo,
seguido pela América Latina, particularmente 0 Brasil, onde o arroz € um item da alimentagao
basica (Souza, et al. 2015). No mundo, o arroz é uma cultura semeada em sua maioria em arcas
inundadas, e no Brasil, 31 % da 4rea cultivada com arroz ¢ em terras altas, que requer um menor
uso de agua do semeio a colheita. Entretanto, 0s veranicos que podem ocorrer durante 0
desenvolvimento da cultura limitam 2 produtividade das cultivares que sdo sensiveis a
deficiéncia hidrica.

Para o arroz de terras altas, a seca é o estresse abiotico mais grave (Araus et al., 2002),
as perdas podem atingir 30 % do rendimento. Em déficit hidrico, as plantas de arroz possuem
enraizamento superficial, redugdo do crescimento devido a diminuigao da: area foliar, altura da
planta, biomassa, atraso no desenvolvimento reprodutivo, produtividade ¢ na incidéncia de
brusone (Bonhomme et al., 2012; Qian et al., 2004, Asch et al., 2003).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) sdo benéficas ¢
possuem a capacidade de promover 0 crescimento de plantas por atuarem cOmo bioestimulantes
ou indutores de resisténcia a doengas (Niranjan et al., 2003). Evidenciado em pesquisas com
isolados de Paenibacillus polymyxa € Pseudomonas thivervalensis em Arabidopsis,
Pseudomonas chlororaphis e Bacillus subtilis em Cucumber, ¢ Pseudomonas fluorescens em
M. trunculata (Van Lonn 2007).

As PGPR (Burkholderia pyrrocinia (BRM-3213) ¢ Pseudomonas fluorescens (BRM-
3211)) induzem resisténcia sistémica a brusone (Magnaporthe oryzae) (Filippi et al., 2011), ¢
promovem alteragoes anatomicas como aumento do diametro da raiz e do cilindro vascular,
ntmero de feixes vasculares, cspessura da exoderma, endoderma, cortex ¢ irea de lacunas de

aerénquima (Régo et al., 2014). Deste modo a hipotese neslte estudo é que as alteragoes no

30



724

725

726

727

728

729

730
731

732

733

734

735

736

737

738

739

740

741

742

743

744

745

746

747

748

749

sistema radicular, induzidas por PGPR (B. pyrrocinia (BRM-3213) ¢ P. fluorescens (BRM-
3211)), favorecem a tolerancia das plantas de arroz a seca. O obijetivo foi determinar a [amina
de Agua no Solo (LAS) critica, através das alteragoes morfo-anatdmicas induzidas por PGPR

(BRM-3211 ¢ BRM-3213) em planta de arroz sob diferente LAS.

Material e métodos

Tolerancia de Pseudomonas fluorescens (BRM-3211)¢ Burkholderia pyrrocinia (BRM-3213)
a0s estresses abioticos multiplos e formacio de biofilme

Foram utilizados dois isolados de PGPR: P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinid
(BRM-3213), previamente selecionadas como promotoras do crescimento em arroz (Filippi et
al., 2011; Régo et al., 2014). As PGPR foram cultivadas em meio TSB (Peptona de caseina [1.7
%], peptona de soja [0.3 %], glicose [0,25 %], cloreto de sodio [0,5 %], fostato dipotassico
[0,25 %], Agua destilada (100 mL), ¢ incubados a 28 °C, sob agitagdo em 115 rpm por 6 h. Em
seguida, as suspensoes de bactérias foram ajustadas a 2 X 105 UFC.mL! ¢ utilizadas como

inoculo inicial (Kumar et al., 2014).

Salinidade e Temperatura

Foram conduzidos dois ensaios, ambos em delineamento inteiramente casualizado, com
duas PGPR, P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinia (BRM-3213), trés temperaturas (30°,
350 ¢ 40 °C) ¢ duas concentragdes de cloreto de sodio (NaCl) (0.5 ¢ 7.5 %), em meio de cultura
TBS. Cada ensaio toi composto por 10 repetigdes, com um tubo por reptigao. Nos tubos de
ensaio contendo 10 mL de TBS ou TBS + solugdo 7% de NaCl foi adicionada suspensdo
ajustada (A = 600 nm = 0.01) de cada PGPR (1 mL), incubados por 48 hs em agitador a 115
rpm, nas temperaturas de 30, 35¢40°C. Em seguida foi avaliada a densidade Optica utilizando

espectrofotometro (A = 600 nm = 0.01). As PGPR que foram consideradas tolerantes a
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salinidade ¢ 4 temperatura apresentaram densidade optica (DO) igual ou maior 0,1 (Kumar ¢t

al., 2014).

Deficiéncia hidrica induzida por polietilenoglicol (PEG-6000 PA)

Foram conduzidos dois ensaios, ambos em delincamento inteiramente casualizado, com
duas PGPR, P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinia (BRM-3213), cultivadas em meio
liquido TBS com PEG — 6000, em sete concentragoes 0, 12, 18, 22, 26, 30 ¢ 33 %, as quais
equivalem a niveis de potencial osmotico () de 0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0 e -1.2 MPa,
respectivamente (Michel & Kaufmann, 1972 ). Cada ensaio foi composto por 10 repetigoes,
com um tubo por repetigao.

Nos tubos de ensaio contendo 10 mL de TBS ¢ TBS com doses de 12, 18, 22, 26,30 ¢
33 9 de solugio de PEG-6000 foi adicionada suspensao ajustada (A =600 nm = 0.01) de cada
PGPR (1 mL), incubados por 48 hs em agitador a 115 rpm, a 30 °C. Em seguida foi avaliada a
densidade optica utilizando espectrofotometro (A = 600 nm = 0.01). As PGPR que foram
consideradas tolerantes a deficiéncia hidrica induzida por PEG-6000 apresentaram densidade

optica (DO) igual ou maior 0,1 (Kumar et al., 2014).

Formagio de Biofilme

A caracterizagio das PGPR: P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinid (BRM-3213),
de produgdo de biofilme foi feita em agar Congo Red (CRA), apds 0 cultivo das duas PGPR,
as placas foram incubadas por 48 ha30°C. A avaliagio feita pela coloragio das colonias, sendo

consideradas positivas as com cor preta quase pretas (Mathur, 2006).
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Tolerincia a deficiéncia hidrica em plantas de arroz inoculadas com PGPR

Foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetagdo, ambos em delincamento
inteiramente casualizado, com duas PGPR, ¢ sementes da cultivar de arroz de terras altas BRS
Primavera. Sementes foram inoculadas com P. fluorescens (BRM-3211)¢ B. pyrrocinia (BRM-
3213) [DO = 0,1}, ¢ como controle foram usadas sementes ndo inoculadas, de acordo com
metodologia descrita por (Filippi et al.,2011). Foram semeadas 10 sementes por vaso, contendo
0.700 g de Latossolo amarelo distrofico, adubados com 1.17 g de N-P-K (Nitrogénio, Fosforo
¢ Potassio), 0.35 g de Ureia ¢ 0.7 g de FTE (micronutrientes). NO estadio fenologico V3, as
plantas foram submetidas a quatro 1aminas de agua no solo (LAS): 100 % da capacidade de
campo (CC) (tratamento referéncia), 70 % da CC, 50 0pdaCCe30%daCCe mantidas até 0
estadio vegetativo V6 (Counce et al., 2000). Cada tratamento foi composto por quatro
repetigdes, sendo um vaso por repetigio contendo cinco plantas.

A quantidade de agua no Vvaso, para cada regime hidrico foi determinada atraves da
capacidadé de campo (CC) do solo, definida como o maximo contetdo de agua retido pelo solo
(Silveira et al., 2015; Mello et al., 2002). Esse processo foi estabelecido € registrando a Massa
maxima do Vaso (MVCC) (solo + agua). Com base em CC foi possivel determinado a massa
maxima de agua retida pelo solo foi considerado Massa de Agua de Referéncia (MAR),
determinada pela diferenga entre a Massa do Vaso na CC (MVCC) ¢ a Massa do Vaso com
Solo Seco (MVSS) (MAR = MVCC — MVSS) (Campos et al., 2004).

Apos o inicio da restrigdo hidrica, os vasos foram pesados diariamente, se obtendo a
Massa Diaria do Vaso (MDV) ¢, por consequéncia, a Massa Diaria de Agua (MDA). Esta foi
calculada pela diferenga entre a MDV ¢ MVSS (MDA =MDV - MVSS) (Campos et al., 2004).
Os regimes hidricos pré-definidos, foram expressos como indice de deficiéncia hidrica (IDH) ¢
transformados em Lamina de agua no solo (%) para a manutengdo do déficit hidrico e andlise

dos dados, a massa diaria de agua foi determinado por meio da razio entre a MDA ¢ MAR

33



198

799

800

801

802

803

804

805

806

807

808

809

810

811

812

813

814

815

816

817

818

819

820

821

822

(IDH = MDA / MAR). Para 0s diferentes tratamentos, a Massa de Agua equivalente a cada
Restrigio Hidrica imposta (MAw:) foi previamente calculada se multiplicando a MAR pelo
valor da Restrigdo Hidrica pré-estabelecida (RH) (MARH = MAR x RH). A soma da MAw ¢
da MVSS (MVRH = MARH + MVSS) toi feita para determinar a Massa do Vaso equivalente
a cada Restrigio Hidrica (MVev). Assim, no momento em que 08 Vasos de um determinado
tratamento atingiam a MVRH, a mesma era mantida constante por meio da reposigio diaria de
Agua Evapotranspirada (AE), calculada pela diferenga de Massa dos Vasos entre 0s diasiei-
1 (AE = MVi-1 - MV;) este protocolo foi adaptado de (Silveira et al., 2015; Deus et al., 2015).
O déficit hidrico iniciou a0 11° dia ¢ foi mantido até o 28° dia, apos semeadura.

O déficit hidrico iniciou a0 11° dia apos semeadura (DAS) e mantido até o 28° DAS.
Em seguida, foram avaliados o potencial hidrico foliar antemanhd (¥am), em uma planta por
vaso: contetido relativo de clorofila (SPAD), arca foliar (cm?), largura da folha (cm),
comprimento da parte aérea ¢ da raiz (cm ) ¢ biomassa da matéria seca da parte acrea ¢ da raiz

(g), nas demais plantas.

Analise estatistica

Os ensaios de tolerancia das PGPR aos estresses abioticos (salinidade, temperatura €
deficiéncia hidrica) foram repetidos duas vezes, 08 dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) ¢ as médias dos tratamentos comparadas pelo tesie de média de Duncan
(p=< 0.03).

Os ensaios de tolerincia das plantas de arroz de terras altas a deficiéncia hidrica, apos
inoculagio das sementes com P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinia (BRM-3213), em
casa de vegetagdo, foram repetidos cinco vezes ¢ 08 dados de potencial hidrico foliar antemanhd
¢ taxa evapotranspiratoria foram avaliados por meio da analise de regressdo, para escolha do

modelo mais adequado. Para comparagio das PGPR em cada LAS, o8 dados foram submetidos
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2 analise de variancia (ANOVA) ¢ as meédias dos tratamentos comparadas pelo teste de media
Duncan (p < 0.05) ¢ emro padrdo (p < 0.05). E estimada a LAS necessario para reduzir 0
crescimento da biomassa seca da planta em 50% (LC 50%), adapatado de (Castro, et al., 2016).

E avaliado os valores criticos para os demais parametros de crescimento da planta.

Resultados e Discussao

Tolerancia de Pseudomonas fluorescens (BRM-3211) ¢ Burkholderia pyrrocinia (BRM-
3213) aos estresses abioticos miltiplos e formagio de biofilme

As PGPR P. fluorescens (BRM-3211) ¢ B. pyrrocinia (BRM-3213) apresentaram crescimento,
maior a 30 °C ¢ na auséncia de NaCl. Entretanto, na presenga do estresse de alta temperatura
(40°C)ede salinidade (presenga de NaCl[7.5 %] no meio de cultura), somente aP. fluorescens
foi considerada tolerante, uma vez que apresentou densidade optica (DO) maior que 0.1
(Figuras 1A ¢ 1B). Em relagdo a tolerancia das PGPR P. fluorescens € B. pyrrocinia, crescidas
em meio contendo baixa disponibilidade hidrica (presenga de PEG-6000), somente a F.
fluorescens foi tolerante 3 deficiéncia hidrica, uma vez que €ssa rizobactéria apresentou
crescimento adequado em meio contendo até 30 % de PEG-6000 (s igual a -1.0 MPa) (Figura
1C). A P. fluorescens promoveu a a formagio de biofilme (Figura 1D). No entanto, as duas
PGPR aos 30°C, com 0.5 % de NaCl, ¢ 0 % de PEG, diferiram em DO quando submetida as

temperaturas de 35° ¢ 40°C, ¢ a partir de 12 % de PEG (Figura 1 A-B-C).

Tolerincia a deficiéncia hidrica em plantas de arroz inoculadas com PGPR
Nas plantas controle (sementes de arroz de terras altas, cultivar BRS Primavera, nao
microbiolizadas) exibiram curvas lincares para 0s pardmetros potencial hidrico foliar

antemanhd (Yam) ¢ AE (mL) (Figura 2 A-B). No entanto, em plantas de arroz inoculadas com
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P. fluorescens ¢ B. pyrrocinia as curvas foram polinomiais para agua evapotranspirada ¢ para
potencial hidrico foliar antemanhi inoculada com B. pyrrocinia (Figura 2 C-D).

Em LC 50% as plantas de arroz nio inoculadas (controle), B. pyrrocinia ¢ P.
fluorescens, tem biomassa critica da planta (g) de 0.062, 0.057 ¢ 0.064 (Figura 2A) em LAS
critica (%) que corresponde a 62, 63 ¢ 62, que resulta em potencial hidrico critico (Wan) (MPa)
de -1.51, -1.50 ¢ -1.28 (Figura 2C), que corresponde a0 volume de AE critico (mL) de 12, 11 ¢
12 (Figura 2E), e area foliar critica (cm?) de 18, 21 ¢ 20 (Figura 3A), € contendo relativo de
clorofila critico (SPAD) de 21, 24 ¢ 27 (Figura 3C), ¢ comprimento da planta critico (cm) de
45, 49 ¢ 47 (Figura 4A) € largura da folha 0.51, 0.53 ¢ 0.44 (Figura 4C), e biomassa radicular
(g) 0.042, 0.045 ¢ 0.042 (Figura 5A), ¢ comprimento radicular (cm) 8.6, 9.4¢ 8.6 (Figura 5C),
respectivamente. E estimada a LAS necessario para reduzir o crescimento da biomassa seca da
planta em 50% (LC 5(9%), adapatado de Castro, €t al. (2016). E avaliado os valores criticos para
os demais parametros de crescimento da planta.

As plantas inoculadas com PGPR quando comparado ao controle diferiram quanto: ao
potencial hidrico (Wam) € © comprimento das plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de
50 e 30 % da CC (Figura 2D — 4B), AE ¢ blomassa radicular das plantas inoculadas com P
fluorescens ¢ B. pyrrocinia em LAS de 30 % da CC (Figura 2E ~ 5B), a éarea foliar ¢
comprimento radicular das plantas inoculadas com B. pyrrocinia em LAS em 30 % da CC
(Figura 3B — 3D). As plantas controle tiveram menor comprimento da parte aérea e radicular,
¢ area foliar (Figura 6).

A espécie Oryza sativa & de ambiente semi-aquatico ¢ foi adaptada em terras altas por
selegio no melhoramento genético. Em plantio de terras altas, a produtividade do arroz €
limitada pelo déficit hidrico ¢ por doengas como a brusone (Bonhomme et al., 2012). A falta de
agua no estadio inicial de desenvolvimento da planta reduz a expansio do sistema radicular,

nas camadas mais profundas do perfil do solo, a exploragdo da umidade ¢ da fertilidade. O
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déficit hidrico também induz a redugao da area foliar, o que esta associada a redugdo no
tamanho das folhas ou no nimero de folhas emitidas, que alteram a interceptagdo da radiagdo
solar ¢ poderdo resultar em menor produtividade.

As PGPR (B. pyrrocinia ¢ P. fluorescens) foram anteriormente registradas como
promotoras do crescimento ¢ supressoras de brusone em arroz (Filippi et al., 2011) ¢ como
indutoras de alteragdes estruturais nas raizes de plantas de arroz, promovendo aumento no
comprimento, diametro ¢ numero de vasos condutores (Régo et al., 2014). E neste estudo as
PGPR, quando presentes durante 0 crescimento de plantas de arroz de terras altas, induzem as
plantas a tolerar o déficit hidrico, por meio da manutengdo do potencial hidrico foliar (Figura
2D) e aumento do comprimento de raiz (Figura 5D). A tolerancia das plantas de arroz ao deticit
hidrico, induzidas por P. fluorescens ¢ B. pyrrocinia, pode estar relacionada com a capacidade
de resistirem ao aumento da: temperatura, concentragio de sal e pressio osmotica (Figure 1 A-
B-C). Essas caracteristicas das PGPR, podem permitir a sobrevivencia em condigdes adversas
pode ser atribuida a composigio da parede celular ¢ sua produgao de exopolisacarideos (EPS).
EPS sido polimeros de compostos hidratados ¢ compdem em torno de 97 % da agua na matriz
da parede celular, conterindo protegao contra a dessecagio. O EPS também compoem O
biofilme, que ¢ produzido pela PGPR P. fluorescens, componente que atua na agregagao
microbiana e na protegio contra danos fisicos e quimicos a célula bacteriana (Bhaskar ¢ Bhosle,
2005; Sandhya et al., 2009). A produgao de biofilme ja foi registrada em Serratias sp. GSD2 ¢
correlacionada ao crescimento da bacteira em meio de cultura com elevada salinidade, em
condigdes de alta temperatura, resultando também no incremento de enzimas extracelulares
(amilase, protease ¢ lipase) (Hall-Stoodley et al., 2004).

A taxa média de sobrevivencia das PGPR: B. pyrrocinia ¢ P. fluorescens, submetidas
aos estresses abioticos foi de 80 % em meio NaCl[7.5 %], 96 % em temperatura média (35° ¢

40°C) ¢ 96 % na pressao osmotica (-1.2 MPa), evidenciando que mesmo sob condigdes
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adversas, 0 crescimento das PGPR foi mantido, podendo agir como fatores indutores de
tolerdncia ao estresse hidrico em plantas de arroz (figura 1 A-B-C). O isolado P. fluorescens
sobreviveu em -1.0 MPa, enquanto que estudos com isolados de tolerantes a seca dos géneros
Rhizobium sp. ¢ Pseudomona sSp., sobreviveram em até -0.036 MPa induzido por PEG
(Timmusk ¢ Wagner, 1999). Deste modo, evidenciando a eficiencia de sobrevivencia em
condigdes de déficit hidrico.

Em plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de 50 ¢ 30 % da CC o ptencial
hidrico (V) diferiu do controle em 33 % ¢ 9 % respectivamente (Figura 2D), os valores de
potencial hidrico (Wam) critico em LAS critica foi maior em plantas inoculadas com &
fluorescens de -1 27 MPa ¢ a PGPR P. fluorescens maniteve 0 crescimento em pressao osmotica
de -1.2 MPa, em gquanto que a AE ao final do déficit hidrico foi menor em plantas inoculadas
com B. pyrrocinia ¢ P. fluorescens em LAS de 30% da CC com redugio na perda de agua de
18% ¢ 29%, respectivamente (Figura 2F).

A menor perda de dgua observada, em condigdes de déficit hidrico, pode estar
relacionada a produgdo de EPS pelas PGPR, que auxiliam na retém 4gua ¢ a estrutura do solo
(Chenu ¢ Roberson 1996; Roberson ¢ Firestone 1992). Em plantas de milho (Zea mays) €
Arabidopsis thaliana inoculadas respectivamente com Azospirillum e Paenibacillus polymyxa
ocorreu aumento na formagao de EPS, por bactérias da rizosfera, o que auxiliou na tolerancia
das plantas (Sandhya et al., 2009; Sandhya et al.. 2010). Este efeito benéfico também foi
observado em plantas de arroz quando submetidas ao deficit hidrico, oriundas de sementes
inoculadas com as bactérias P. fluorescens AK1, P. aeruginosa AK2 e P. aeruginosa AF3.
Estas bactérias ao peneirarem nas células das raizes auxiliaram na fixagdo de nutrientes para as
plantas, € aumentaram a produgdo de EPS. Também foi reportado que induziram menor perda

de agua pela planta, promoveram ganho em biomassa ¢ irea foliar (Flemming ¢ Wingender,
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2001). Assim como observados em plantas de arroz inoculadas com as PGPR (B. pyrrocinia ¢
P. fluorescens), na biomassa da parte aérea (Figura 2 B) comprimento da planta (Figura 4B).
Em plantas inoculadas com B. pyrrocinia em LAS de 30 % da CC a érea foliar diferiu
do controle em 20 % (Figura 3B), ¢ com B. pyrrocinia €m LAS de 70 % ¢ 50 % o conteudo
relativo de clorofila diferiu do controle em 17 % ¢ 48 %, ¢ plantas inoculadas com P. fluorescens
em LAS 70 % da CC diferiu do controle em 15 04 (Figura 3D). Em estudos com cultivar
resistente a déficit hidrico (N22), ocorre a redugdo da area foliar total (24 %), em relagao a
plantas irrigadas (Kadam et al, 2015). A redugdo de arca foliar especifica ¢ um fator
determinante para o aumento da utilizagio eficiente da agua sob estresse no trigo (Triticum
aestivum), a redugio de arca foliar especifica ocorre em resposta ao esiresse hidrico para
conservar a agua ¢ tem sido documentada em diversas espécies (Kadam et al., 2015). Assim,
ha um indicativo de que 08 isolados que atuam sobre a tolerincia das plantas em relagio ao
déficit hidrico auxiliem no retardamento da perda de area fotossintética, por auxiliarem na
retengdo de agua no solo ¢ na planta. Em Hyoscyamusniger niger inoculado com P.putida e
P.fluorescens 0COrreu a mitigagdo dos efeitos do estresse hidrico sobre 0 crescimento da planta,
da biomassa e no teor de clorofila (Ghorbanpour et al., 2013). Deste modo 0s bioagentes atuam
nas plantas sobre o teor de clorofila de forma benéfica em plantas submetidas ao deficit hidrico.
Em plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de 50 % ¢ 30 % da CC o
comprimento da planta de arroz diteriu do controle em 14 % e 15 % respectivamente (Figura
4B). O incremento da biomassa de plantas de arroz esta celacionado com a produgdo de
fitorménios exogenos (Kang ct al., 2014). Assim como identificado que as espécies
Burkholdera cepacia, Acinetobacter calcoaceticus, Promicromonospora  Sp. tambeém
mitigaram os danos causados pelo déficit hidrico nas plantas, devido aos metabolitos secundario
produzidos nas plantas, ¢ induzidos pelos microorganismos, incluindo os fitormonios, que

durante o crescimento das plantas induzem a produgdo de giberelinas € auxina (Rakshapal ¢t
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al, 2013; Igbal & Ashraf 2013). Em milho (Zea mays), inoculados com isolado de
Pseudomonas spp. foi verificado aumento da biomassa das plantas, ¢ de teor relativo de agua
nas folhas e redugdo da perda de agua na folha (Chen ¢ Dai 1994). Esta redugio na perde de
agua pelas pode estar sendo estimulada pela agao das PGPR nas plantas. Novas investigagoes
§lio necessarias para esclarecer as rotas metabolicas das plantas inoculadas com PGPR ativas
em condigdes de déficit hidrico.

Em plantas inoculadas com P. fluorescens ¢m LAS de 30 % da CC a biomassa radicular
diferiu do controle em 16 % (Figura 5B), ¢ plantas inoculadas com B. pyrrocinia em LAS de
30% da CC o comprimento radicular diferiu do controle em 88 % (Figura 5D). O aumento na
biomassa radicular também foi obtido em plantas de girassol (Helianthu sannuus) submetida
a0 estresse hidrico e inoculada com Pseudomonas spp. produtoras EPS (Alami et al., 2000).
Em plantas de arroz inoculadas com PGPR (B. pyrrocinia ¢ P. fluorescens) ocotreu mMenor
redugdo do comprimento da parte aérea ¢ radicular, e area foliar quando comparado a plantas
controle (Figura 6).

A PGPR P. fluorescens podera ser inseridas no manejo integrado da cultura do arroz em
terras altas, pois reduza severidade de doengas do arroz, agem como promotoras do crescimento
¢ aumentam a tolerancia das plantas 3 deficiéncia hidrica. Esse conjunto de atributos associados
convergem para uma agricultura sustentavel com redugdo do uso de fertilizantes e agrotoxicos
a serem utilizados para aumento da produtividade na cultura do arroz. Além de poderem ser
utilizadas no manejo integrado das doengas com sucesso, ¢ como bioindutores de crescimento
de planta, auxiliando na diminuigdo de aplicagdes de fertilizantes quimicos, ¢ Nos ajustes
fitotécnicos para reduzir 0s efeitos da seca causadas pelos veranicos, 0s veranicos podem durar
de seis a dez dias, ¢ provocar perda na produtividade ¢ no crescimento das plantas, tornando

assim 0 manejo mais sustentavel e com menor impacto para o meio ambiente.
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Resumo

A elevada demanda por grdo de arroz ¢ 08 problemas ocasionados pelo déficit hidrico, levou a
necessidade de estudos de recursos que auxiliem na mitigagao danos causados pelo estresse.
Deste modo o objetivo deste estudo identificar as modificagdes anatomicas € fisiologicos em
planta de arroz de terras altas inoculadas com Pseudomonas fluorescens BRM-32111 ¢
Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 que indiquem 0 efeito mitigador dos danos causados pelo
déficit hidrico. foram utilizadas sementes do cultivar BRS Primavera, inoculadas com BRM-
32111, BRM-32113 ¢ controle, em vaso, 0 experimento em DIC, com seis tratamentos © sete
repetigdes, em casa de vegetagao, € submetidos a 100% ¢ 50% da capacidade de campo, ©
mantida até o 28 dias ¢ avaliado crescimento, fisiologia e anatomia, € no teste de germinagdo
foram semeadas 100 sementes por {ratamento, com quatro repetigdo, as sementes foram
inoculadas com BRM-32111, BRM-32113 ¢ controle, 0 solo foi umedecido com agua ¢ solugao
com PEG-6000 PA. E avaliado IVG por cinco dias. Os (ratamentos foram comparados dentro
da mesma lamina pelo teste de média. As sementes com BRM-32111 apresentaram maior a
germinagao, ¢ as plantas tiveram maior Wam ¢ com BRM 32113 diferiram do controle no IVG.
As plantas inoculadas com BRM 32111 ¢ BRM-32113 tiveram maior didmetro radicular,
nimero de poros de protoxilema, espessura do cortex, redugio de poro estomatico ¢ aumento
na densidade de estomatos, € aumento em A, Ci/ Ca, WUE ¢ A / Ci, maior acumulo de clorofila
a e clorofila b, prolina ¢ redugio em MDA. Estes resultados evidenciam o efeito mitigador das

PGPR aos danos causados pelo déficit hidrico

Palavras-chave: Oryza sativa L., Burkholderia pyrrocinia, Pseudomonas fluorescens.
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introdugio

O arroz, com um comportamento semiaquatico, consome cerca de 30% do total agua
doce disponivel para as culturas agricolas em todo 0 mundo, 0 que equivale a um consumo duas
a trés vezes superior a outros cereais, como trigo ¢ milho (Peng et al., 2006). Devido a crescente
preocupagio com a escassez de agua, foram desenvolvidas varias tecnologias de conservagao
da agua, tais como 0O cultivo de arroz de terras altas, estas cultivares tem menor produtividade,
¢ as perdas s30 maiores quando ocorrem 0 aumento da frequiéncia de veranicos causados por
fenomenos meterologicos como 0 Fl Nifio (Bindraban ¢t al., 2006; Costa, 2012).

O estresse hidrico nas plantas inibe a expansio das ¢élulas do cortex, periciclo, cambio
¢ raio do parénquima, redugio do namero de células em todos os tecidos (Joyce et. al. 1983). E
redugio contetido de clorofila a e clorofila b, carotenoides (Kano-Nakata et al., 2011) e taxa de
assimilagio liquida de carbono (4), aumento na faxa de transpiragdo (E) © condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs) (Machado et al. 1996). No entanto, as plantas possuem
mecanismos para minimizar 0s efeitos danosos do déficit hidrico, deste modo as plantas nesta
situagio fecham os estématos, pois a maior parie da agua nas plantas ¢ perdida ¢ através dos
estomatos, provavelmente, a forma mais cficiente para melhorar a tolerancia a seca (Jong
Kukna, 2005). O estresse hidrico no estadio vegetativo induz a redugio da fotossintese devido
a redugio na taxa de expansio da folha, da atividade da rubisco ¢ na produgio de biomassa ¢
diminuigio do volume celular (Bota, et al., 2004). E acumulo de prolina, que atua no controle
osmotico em plantas sobre deficit hidrico, ¢ contribui para a estabilizagdo das estruturas
subcelulares (por exemplo membranas ¢ proteinas), ¢ climinagio de radicais livres ¢
manutengao de NADP+ / NADPH compativeis com 0 metabolismo (Hare ¢ Cress, 1997: Ali et
al., 1999; Ozturk ¢ Demir, 2002; Hsu et Al,, 2003; Kavi Kishore et al., 2005). Permitindo assim

a mitigagdo dos danos causados pelo deficit hidrico.
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As rizobacterias si0 Organismos que podem atuar sobre o crescimento das plantas, que
esta relacionada com sintese de substancias promotoras do crescimento (citocininas, giberelinas
¢ auxinas), a influencia na nutrigio mineral de plantas (solubilizadores de fosfato, e fixagao
biologicade nitrogénio) € na protegdo de plantas contra fitopatogenos (Dardanellia, et al. 2012).
Os bioagentes (Burkholderia pyrrocinia BRM-3213 ¢ Pseudomonas fluorescens BRM-3211),
selecionados previamente como promotoras de crescimento ¢ indutoras de resisténcia a brusone
(Filippi, et al., 2011). Induziram incremento radicular em biomassa, comprimento, € numero de
clementos de vasos de metaxilema ¢ polos de protoxilema, no dizmetro do cilindro vascular
(Régo et al, 2014). Deste modo, a nossa hipotese ¢ que as rizobactérias (Pseudomonas
fluorescens BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) mitigam os danos nas plantas
de arroz de terras altas ao déficit hidrico. E o objetivo foi identificar as modificagdes anatdémicas
¢ fisiologicos em planta de arroz de terras altas inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 ¢
B. pyrrocinia BRM-32113 que indiquem 0 efeito mitigador dos danos causados pelo déficit

hidrico.

Material e métodos

Microrganismos, material vegetal, e condigdo de crescimento

As rizobactérias (Pseudomonas ﬂuorescens—BRM—3211 e Burkholderia pyrrocinia-
BRM-3213), estdo armazenados na colegio de microrganismos do Laboratorio de Protegdo de
Plantas Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA). E foram previamente selecionadas
como promotoras de crescimento ¢ indutoras de resisténcia (Filippi et al., 2011; Régo et al.,
2014).

A semeadura foi feita com sementes do cultivar BRS Primavera, previamente tratadas

com P. fluorescens BRM-32111, B. pyrroc:‘nia-BRM—SZl 13, ¢ controle (ndo inoculada), foram
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semeadas dez sementes por vaso ¢ feito o desbaste no 11° dia apos a germinagao, ¢ s¢ manteve
cinco plantas por vaso, O experimento foi inteiramente ao acaso, com seis tratamentos € sete
repetigdes (vaso com cinco plantas), as semenics foram semeadas em vasos contendo 700 g de
solo (Lato solo amarelo distrofico) de Paragominas — Pa, ¢ adubados com: 1,162 g de N-P-K
(Nitrogénio, Fosforo ¢ Potassio), 0,350 g de Ureia, ¢ 0,700 g de FTE (micronutrientes), por
vaso, ¢ conduzido em casa de vegetagdo, € submetidos a duas laminas de agué no solo: 100 e
50 % da capacidade de campo, iniciando a aplicagdo do deficit hidrico no 11° dia apos a
germinagao ¢ mantidas até 28° dia apos geminagao (Counce et al., 2000; Silveira et al., 2015;

Mello et al., 2002; Campos €t al., 2004). O experimento foi repetido ¢inco VeZes.

Germinagdo

Foram semeadas 25 sementes por repetigdo totalizando 100 sementes / tratamento, em caixa
plastica (11 x 11 x 3.5 ¢m), contendo 100 g de solo, as sementes foram previamente inoculadas
com P. fluorescens BRM-3211 1. B. pyrrocinia-BRM-32113 ¢ controle conforme metodologia
descritas por Filippi at al (2011), o solo foi umedecido com 50 mL de dgua destilada estéril €
com solugdo com 33% de polyethyleneglycol (PEG-6000 PA) que equivale ao déficit hidrico
de -1.2MPa (Michel & Kaufmann,1972). E o indice de velocidade de germinagio (IVG) foi

avaliado por cinco dias apos semeio. O ensaio foi repetido duas vezes.

Crescimento da planta e potencial hidrico
Ao completarem 28 dias apos a semeadura, avaliou-se trocas gasosas © comprimento,
biomassa ¢ o potencial hidrico antemanha foliar (‘Pam), ¢ coletado o material para analises

biogquimicas.
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Anatomia de raizes e estomatos

Foram coletadas raizes de arroz ¢ preparadas para estudo morfo-anatémicos conforme
(Régo et al., 2014), ¢ feita as avaliagdes de didmetro radicular (um) ¢ do cilindro vascular (um),
espessura do cortex (pm), ¢ nimero de clementos de vasos de metaxilema ¢ de polos de
protoxilema. E a dimensio dos estomatos foi obtida através da area equivalente do elipsoide
que representa a area dos poros estomaticos (APE) pela seguinte formula: (x * Comprimento X
largura) / 4, de acordo com Minnocci et al. (1995) ¢ Bartolini et al. (1997). O stomatal density
(SD, stomata mm=2) (n =20 treaments) of the inferior lamina, according to Sack et al. (2003).
Em limina foliar com 0,5 x 0,5 cm com auxilio de ocular milimetrada, Microscopio Motic (BA-

400).

Troca gasosa

As plantas de arroz foram avaliadas quanto a troca gasosa, com um sistema portatil de
fotossintese (L1-6400XT; LI-COR, Lincoln. NE). A taxa liquida de assimilagio de CO2 (A),
condutancia estomatica (gs) © transpiragdo (E), concentragdo intercelular de COz (Ci), €
estimado uso eficiente da agua (WUE) (L/E) e eficiéncia de carboxilagao da rubisco (4 / Ci),
foram avaliados a uma concentragio de CO, 400 umol mol, 50% de umidade relativa, 28 °C de
temperatura, 300 umol s-1 o fluxo de ar ¢ uma densidade de fluxo de fotons de 1200 umol (m?*)

151, O instrumento foi estabilizado de acordo com a orientagdes do fabricante.

Pigmentos fotossintetizantes € osmorreguladores
Quantificagdo de pigmentos

Da terceira folha foram obtidos 15 mg de tecido foliar € maceradas em 240 pL em EtOH
98 % ¢ incubadas a 80 °C por 20 minutos, ¢ em seguida centrifugadas a 4 °C em 14.000 rpm

durante cinco minutos. Posteriormente, 0 sobrenadante foi coletado ¢ 0 pellet submetido a mais
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duas extragoes, em EtOH de 80% e 50%, respectivamente. Os sobrenadantes foram coletados
¢ homogeneizados. As etapas de extragdo dos pigmentos foram realizadas sob banho de gelo e
na auséncia de luz, conforme metodologia definida por Porra (1989). Posteriormente uma
aliquota de 20 ul. do extrato vegetal etilico de cada amostra foi adicionado em um meio de
reagdo com 120 pl. de EtOH 98% e 40 ul. do mix etilico. E submetidas a determinagio da
absorbancia, estimada em comprimento de onda (L) 645 nm ¢ 665 nm. Com a absorbincia
obtidas, foi estimada as concentragdes de clorofila a e b, a/ b ¢ total através das formulas 1 ¢ 2,

posteriormente normalizado pela massa fresca de cada amostra.

(Férmula — 1) Clorofilaa = 5.48 » Abs665 — 2.16 * Abs645 (pllg )

(Férmula — 2) Clorofilab = 9.67 * Abs645 — 3.04 * Abs665 ( Hé )

Prolina

A extragdo foi realizada com 20 mg de matéria seca fina e homogeénea, ¢ foi adicionado em
microtubos de 2000 pl, em seguida foi adicionado 2000 ul. de H>O destilada estéril,
homogeneizada ¢ colocado em banho-maria por 30 minutos a 100°C, Apés incubagdo as
amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos ¢ os sobrenadantes foram coletados ¢
obtido o extrato, na determinagio de prolina em microtubo, 400 ul. de mix de reagio (C,H,0,
puro, HsPOs 6M € CoHeO4 pura), 400 pl. de acido acético a 100% e se adicionou 400 ul. de
extrato, em seguida incubado a 100°C por 60 minutos. A reagio foi paralisada com choque
térmico. E se adicionou 800 ul. de tolueno a 100 % e se agitou por 30 segundo. As amostras
foram mantidas por 20 minutos a 28 °C, ¢ s¢ realizou a leitura em espectrofotémetro a 365 nm,
os valores de Prolina foram expressos em (uM de Prolina / 400 uL de extrato) calculado como

definido por Bates et al (1973).
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Determinagdo da concentragdo de aldeido malénico (MDA)

Foram macerados 80 mg de massa foliar fresca (MF) em nitrogénio liquido seguido de
homogeneizagdo em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) (0.1% p/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos a 4°C ¢ o sobrenadante foi coletado ¢ utilizado nas
determinagdes das concentragdes de MDA, Foram adicionados 500ul do sobrenadante em um
tubo de microcentrifuga contendo 1.5mL. da solugdo de acido tiobarbitirico (TBA) (0.5%) em
TCA 20%. As amostras foram incubadas por 20 minutos a 90°C em bloco-seco. A reagio foi
parada em banho de gelo por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 13.000g por 4 minutos.
A absorbancia da mistura da reagio foi determinada a 532nm em espectrofotémetro. Utilizou-
se para os calculos, o coeficiente de absortividade molar de 155 mM cm! ¢ os resultados foram

expressos em nmol g ! de MF (Cakmak ¢ Host, 1991).
g

Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos de tolerancia ao estresse abidtico ¢ em casa de
vegetagdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
dentro da mesma lamina de agua no solo foram comparadas pelo teste de média Duncan (p <
0.05) em programa SPSS 21.0, ¢ erro padrio (p < 0.05). E os dados obtidos do teste de

concentragido de MDA foram submetidos ao teste t (p < 0.05) ¢ erro padrio (p < 0.05).

Resultados

Germinagdo, Crescimento de plantas e potencial hidrico

A germinagdo de sementes de arroz somente foi afetada negativamente quando submetidas ao
déficit hidrico (com PEG). Entretanto, em relagdo ao controle, sementes inoculadas com BRM
32111 apresentaram maior a germinagdo das sementes em 61%, Wam em 32%, comprimento

total em 26% ¢ em 40% o aumento em biomassa total comparado a plantas controle (Fig. 1).
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Enquanto que, plantas com BRM 32113 diferiram do controle apenas para as variaveis
comprimento de plantas ¢ biomassa total, em 21% e 64%, respectivamente. Plantas inoculadas
com as PGPR, submetidas ou nio em condigdes de déficit, tiveram aumento na velocidade de

germinagao.

Anatomia de estématos e raizes

A P. fluorescens BRM-32111induziu modificagdes em todas as variaveis anatémicas
das plantas sob déficit hidrico. As raizes apresentaram maior diimetro radicular, em 27%, em
20% no cilindro vascular, em 50% nos elementos de vaso do xilema, em 25% nos poros de
protoxilema, em 71% espessura do cortex. As folhas obtiveram aumento da densidade de
estomato em 56%, redugdo no comprimento do poro estomatico em 22% e na 4rea do poro
estomatica em 20% (Fig. 2; Fig. 3). Plantas com BRM 32113 induziram aumento em 35% o
diametro radicular, em 33% nos poros de protoxilema, em 100% espessura do cortex, em 52%
na densidade de estomato ¢ em 10% na redugio no comprimento do poro estomatico (Fig. 2;

Fig. 3).

T'rocas gasosas

Todas as plantas tiveram alteragdes nas trocas gasosas quando submetidas ao déficit
hidrico. Em relagdo a planta controle, plantas com BRM 32111 tiveram aumento em 128% na
taxa de assimilagio liquida de carbono, em 17% no Ci / Ca, em 26% na taxa de transpiragio
(£), em 75% na eficiéncia do uso da dgua e em 17% eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4 /
C1). E plantas com BRM 32113, ocorreu um aumento na taxa de assimilagao liquida de carbono
em 127%, (Ci/ Ca) em 18%, taxa de transpiragio () em 33%, condutincia estomética ao vapor
de agua (gs) em 39% eficiéncia do uso da dgua em 66%, ¢ em 18% eficiéncia de carboxilagio

da rubisco (4/Ci) (Fig. 4).
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Pigmentos fotossintetizantes e osmorreguladores

Todas as plantas tiveram redugdes nos pardmetros de trocas gasosas ¢
osmorreguladores. Entretanto, em relagio ao controle, as plantas inoculadas com BRM 32111
tiveram aumento de clorofila a em 6% e clorofila b em 14%, prolina em 47% ¢ redugdo em 47%
de MDA. Quando inoculadas com BRM 32113, plantas tiveram aumento na clorofila a em 7%,
clorofila b em 23%, relagdo clorofila a/b em 15%, clorofila total em 10% ¢ em 36% em MDA

(Fig. 5).

Discussio

Germinagdo, Crescimento de plantas e potencial hidrico

O presente estudo demonstra a agdo positiva de PGPR BRM 32111 como regulador ¢
indutor de tolerancia a seca, atuando na promogio do crescimento, bem como o alivio do
estresse ao déficit hidrico nas plantas de arroz. A germinagdo é um dos estagios mais criticos
de um ciclo de desenvolvimento de culturas que ¢ conhecido por ser afetado pelo estresse
hidrico (Sleimi et al., 2013). E nas sementes com PEG e inoculadas com BRM-32111 ocorreu
a maior germinagdo ¢ IVG (Fig. B; Fig. F), ¢ na planta em déficit o maior Wam (Fig. 1F).
Estudos demonstram que as rizobactérias mediam a biossintese de reguladores de crescimento
de plantas incluindo auxinas, giberelinas ¢ citocinina. As auxinas atuam na divisio celular e
diferenciagio de células e tecidos de plantas, além de estimular a germinagdo, aumento da taxa
de desenvolvimento radicular de raizes laterais ¢ raizes adventicias (Gamalero e Glick, 2011).
E a giberelina atua na sintese de enzimas hidroliticas durante a germinagao que degradam as
reservas cotiledonares e que auxiliam no crescimento de embrido e plantula (Taiz ¢ Zeiger,
2010). Em condigdes de déficit hidrico os géneros Azospirillum, Bacillus, Burkholderia ¢
Pseudomonas sdo amplamente relatados por sua capacidade de aumentar a taxa de germinagdo

¢ 0 IVG em gramineas ¢ cereais (Lucy et al., 2004; Kaymak, 2011; Sivasakthivelan E Saranraj,
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2013), assim como no presente estudo, as PGPR (BRM 32111 ¢ BRM 32113) podem ter
acelerado a modulagdo da sintese de reguladores de crescimento e auxiliando desde o inicio do
processo germinativo nas sementes de arroz, mesmo em condigdo de déficit hidrico.

A privagdo de agua nas plantas esta intimamente relacionada com o a redugido no
desempenho do crescimento vegetativo (Tardieu et al., 2011; Vile et al.,, 2012). O que ndo
ocorreu em plantas inoculadas com as PGPR (BRM-32111 ¢ BRM-32113) que tiveram
aumento no comprimento (Fig. 1D), ¢ acumulo de biomassa (Fig. 1F), o que pode ser atribuido
tanto a capacidade dessas rizobactérias produzirem acido indol-3-acético (AIA) (Mohite 2013)
quanto por mediarem a sintese de AIA, como registrado para esses géneros de bactérias (Patten
¢ Glick, 1996; Vessey, 2003). Em plantas de Phaseolus vulgaris 1. submetidas ao deficit hidrico
¢ inoculadas com P. fluorescens o correu o maior acumulo em biomassa (Ghorbanpour et al.,
2013), e aumento no crescimento radicular em plantas de trigo, canola e girasol (Abbass e Okon,
1993, Vikram et al, 2007), assim como ocorreu em nossas plantas sob déficit hidrico,
provavelmente as PGPR (BRM 32111 ¢ BRM 32113) podem estar atuando na modulagio
hormonal, o que auxiliaria na mitigagio dos danos ao crescimento da planta. E o maior Wam
em plantas com PGPR estimulou a manutengio do crescimento das raizes e folhas das plantas
de arroz. Assim como foi verificado por (Seyed et al, 2012). Deste modo, alterando a

plasticidade anatémica para manter ou aumentar o potencial hidrico.

Anatomia de estomatos e raizes

O estresse pela seca € percebido e respondido principalmente pelas raizes, ¢ a expansio
no sistema radicular ¢ uma ferramenta de gerenciamento de estresse auxiliando na manutengio
do crescimento, de absor¢ido de nutrientes do solo ¢ aumento na condutividade hidraulica da
raiz atraves de aumento de comprimento ¢ numero de pelos radiculares (Lopes Et al., 2011;

Miyahara et al., 2011), anatomicamente a seca induz a redugio do diametro radicular ¢ cilindro
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vascular Uga et al. (2008). No entanto nas raizes das plantas inoculadas com BRM-32111 e
BRM-32113 esse gerenciamento de resposta ao estresse ocorreu através do aumento do
diametro radicular, numero de poro de protoxilema ¢ espessura do cortex, e aumento no cilindro
vascular em plantas com BRM-32111 (Fig. 2; Fig 3), o que pode ser devido ao estimulo das
barreiras pré-existentes nas plantas como a presenga de esclerénquima que ¢ mais suberizada
do que a exoderme ¢ que consiste em células firmemente embaladas de menor didmetro do que
outras celulas da raiz (Comer et al., 1998), ¢ a expressio de aquaporina por raizes de arroz
estressadas pela seca, que tem sido diretamente relacionada a condutividade hidraulica na
cultura sobre seca (Sakurai et al., 2005; Lian et al., 2006), todas estas alteragdes podem fter
promovido a manutengdo de potencial hidrico ¢ manutengio de concentragoes adequadas de
solutos no citosol ¢ matriz celular que resulta no desenvolvimento celular ¢ na manutengdo do
crescimento, através das alteragdes anatémicas radiculares que auxiliam na absorgdo e
transporte de nutriente ¢ agua, quando essas adaptagoes nio ocorrem estes efeitos sio contrarios
(Seyed et al.,, 2012), e culminam na alteragio da elasticidade da parede celular da planta com a
perturbagdo da homeostase ¢ distribuigao iénica na célula, e o comprometimento da sintese de
novas proteinas ¢ mRNAs associada a resposta a seca (Seyed et al., 2012). Nas ctapas seguintes
ocorre 0 acumulo de dcido abscisico (ABA) e osmélitos como a prolina ¢ a perda de vigor e
murcha, que pode elevar a produgdo de especies rativas de oxigénio (ROS), e formagio de
compostos de remogao de radicais (ascorbato e glutationa) (Seyed et al., 2012).

As plantas mais adaptadas ao deficit hidrico possuem um nimero maior de estématos
por unidade de drea, com dimensdes menores dos poros estométicos, assim como relatado em
estudos com folhas de Quercus ilex, P. latifolia, P. lentiscus (Merkulov et al. 1997, Gratani
2013), essas alteragdes anatomicas ocorreram em plantas de arroz inoculadas com BRM-32111
¢ BRM-32113 (Fig. 2; Fig 3). Os estomatos da folha sio considerado uma porta que controla a

troca de CO; que atua como substrato fotossintético no espago intercelular ( Boyer et al., 1997,
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Buckley, 2005), ¢ em condigdes de estresse hidrico induz na planta ao fechamento estomatico
para reduzir a perda de agua através da taxa de transpiragdo (£) o que estimula a redugio na
absorgio de CO; que pode culminar na redugéo da fotossintese (Jong Kuk Na, 2005: Terashima
et al, 2001). Plantas de feijio (Phaseolus vulgaris) foram inoculadas com Paenibacillus
polymyxa ¢ Rhizobium tropici ¢ submetidas a deficit hidrico resultaram em mudangas na
regulagdo das trocas gasosas, e foi a atribuido a redugio do contetido ¢ biossintese de ABA que
permitiram a abertura estomatica ¢ a taxa de assimilagio liquida de Co2 ( A). Em estudos com
a PGPR com Pseudomonas syringae mosraram que sao capazes de produzir uma substancias
chamada coronatina, que ¢ responsavel pela inibigio da sinalizagio de ABA.(Figueiredo et al.,
2008, Melotto et al., 2006). Apesar da redugio do poro estomatico o aumento na densidade de
estomatos nas plantas inoculadas com BRM-32111, pode ter influencido diretamente na
traspitagdo afetando no turgor das celulas e manutengio do potencial o que pode ter influenciar

no aumento da taxa fotossintética e WUE.

Trocas gasosas

A sinalizagao entre raiz-folha causada pela seca, € provocada pela seca do solo através do fluxo
de transpiragdo, resultando no fechamento estomatico (Anjum et al., 2011), a concentragdes
mais clevadas de ABA nas folhas de plantas inoculadas pode explicar a menor taxa de
transpiragao resultante do fechamento estomatico. Algumas bactérias tém a capacidade de
modular as trocas gasosas ¢ o metabolismo ABA, Zhang et al. (2008), é provavel que o aumento
na densidade de estomatos em plantas com BRM-32111 ¢ BRM-32113 tenha induzido o
aumento na taxa de assimilagao liquida de carbono (4) em relagio a plantas controle (Fig. 2F;
Fig. 4A), esse aumento na A também ocorreu em plantas inoculadas com Bacillus subtilis é foi
associado a diminuigdo das concentragdes de ABA em planta em plantas de A. thaliana, € em

plantas de videiras inoculadas com Pseudomonas sp., Acinetobacter Sp., € Bacillus sp. (Zhang
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et al. 2008; Rolli et al., 2014). Esse aumento em 4, esta diretamente relacionado com o aumento
na razio Ci/ Ca (Fig. 4B), plantas nestas condigdes apresentam limitagdes estomaticas que
influenciaram na fotossintese, pela diminuigao da disponibilidade de CO; no mesofilo ¢ sitios
de carboxilagao (Rolli et al., 2014), no entanto as BRM-32111 ¢ BRM-32113 auxiliaram a
planta na resposta ao déficit hidrico mitigando os danos no aparato fotossintético ¢ mantendo
seu potencial como promotor de crescimento, melhorando a disponibilidade de [CO], o que
influenciou na transpiragio e condutincia estomatica.

Os micro-organismos benéficos podem ter a capacidade de diminuir a resisténcias do
estomato influenciando na troca gasosa através do aumentado fluxo de transpiragdo, quando a
resisténcia estomatica baixa ¢ induz o aumento de gs ¢ E (Subramanian et al., 1995), assim
como ocorreu nas plantas de arroz inoculadas com BRM-32111 ¢ BRM-32113 (Fig.4C;
Fig.4D), em plantas inoculadas com micorrizas arbusculares (AM) a condutincia estomatica
foi significativamente maior (25%), e em plantas de milho tratadas com uma mistura de micro-
organismos houve aumento a taxa de transpiragio (E) (Liu et al., 2005, Zoppellari et al., 2014).
Estes estudos identificaram que as plantas com micro-organismos benéficos sio capazes de
abrir 0s estomatos por mais tempo, além de induzir as modificagdes anatomicas de redugio de
famanho e aumento de nimero de estobmatos por unidade de area o que ¢ facilitado devido a
plasticidade fenotipica nas plantas como resposta de adaptagdo para aumentar a tolerancia ao
déficit hidrico (Liu et al., 2005; Wang et al., 2012),

A regulagdo da eficiéncia de carboxilagio da rubisco (A / Ci ) esta fortemente ligada a
irradiancia, ao nitrogénio ¢ a eficiéncia de uso da agua (Ainsworth & Long 2005; Leakey et al.
2009), em plantas de arroz com BRM-32111 ¢ BRM-32113 ocorreu aumento em A / Ci e WUE
(Fig. 4F). Esse comportamento pode ser devido a manutengio da atividade rubisco que catalisa
a carboxilagdo de ribulose-1,5-Bisfosfato (RuBP), permitindo a assimilagio liquida de CO,, as

PGPR podem influenciar o WUE nas plantas através do incremento radicular em plantas em
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condigdes de seca, assim em plantas inoculadas com Phyllobacterium brassicacearum ocorreu
0 maior acumulo de biomassa e modificagdes da arquitetura da raiz, deste modo a presenga de
bactérias pode ter aumentado a capacidade de absorgdo de agua, que tiveram aumentou o
comprimento da raiz lateral, ¢ a densidade ¢ comprimento dos pelos radiculares (Mantelin et
al., 2006; Kechid et al., 2013; Galland et al., 2012). Em plantas com BRM-32111 ¢ BRM-
32113, provavelmente o aumento de A, influenciou diretamente a A / Ci e resultou em aumento
na WUE, estes resultados indicam que a sinalizagdo raiz-folha impulcionado pela seca, €
induzido pelo deficit hidrico através do fluxo de transpiragdo (solo-planta-atmosfera),
resultando em alteragdes nas trocas gasosas que foram influenciados pela interagdo solo — planta

~ PGPR, mitigando danos no aparato fotossistetico.

Pigmentos fotossintetizantes ¢ osmorreguladores

A diminuigdo do teor de clorofila sob estresse ¢ considerado um sintoma tipico de
estresse oxidativo e pode ser o resultado de foto-oxidagio de pigmento ¢ degradagdo da clorofila
(Rahman et al., 2002). No entanto as plantas inoculadas com BRM-32111 ¢ BRM-32113 sob
déticit hidrico tiveram aumento no acumulo de clorofila a e clorofila b, (Fig. 5A; Fig. 5B),
assim como em nosso estudo as plantas de milho (Zea mays L) inoculadas com micorrizas
tiveram aumento nas concentragdes de clorofila a e clorofila b. Isto sugere que o incremento da
concentragao de pigmentos nas plantas se deve ao bioagente aplicado, o qual atua mitigando os
danos sobre os pigmentos fotossinteticos presentes nos cloroplastos (Evelin et al., 2009: Rolli
et al,, 2012), as PGPRs podem ter induzido o aumento de carotendides que sdo pigmentos
acessorios que absorvem os fotons e transferem a energia de excitagdo para centros de reagio
via clorofila, e protegem a clorofila da foto-oxidagio, os carotendides também servem como
antioxidantes contra os radicais livres ¢ danos fotoquimicos (Mishra et al., 2006). A perda de

teores de clorofila sob estresse hidrico ¢ considerada uma das principais causas de diminuigao
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de fotossintese. Além disso, a redugdo do teor de clorofila pode ser atribuida a perda das
membranas de cloroplasto, através das reagdes de enzimas soliveis em agua localizadas no
estroma cloroplasto (ciclo de Calvin) ou na fronteira entre estroma e tilacoides (ATP-ase,
redugdo de NO,, ¢ redugdo de NADP') que sdo afetadas pelo estresse osmatico. Estudos
indicam que a maior perda de clorofila em plantas em resposta a déficit hidrico ocorre nas
células do mesofilo e menor nas células do feixe bainha (Kaiser et al., 1981; Guerfel et al.,
2009), no entanto as PRGP tiveram efeito mitigador aos danos causados pelo deficit hidrico na
manutengdo do acumulo dos pigmentos uma vez que, o principal componente do cloroplasto ¢
a clorofila, sendo este um dos efeitos que podem resultar na maior taxa de assimilagdo liquida
de carbono.

O maior acumulo de prolina nas plantas ocorre como resposta de tolerincia ao déficit
hidrico induzida pelas PGPR (Serraj and Sinclair, 2002), de acordo como ocorreu com plantas
de arroz inoculadas com BRM-32111 ¢ BRM-32113 (Fig.5E), como mostrado por estudos com
diferentes estresses (déficit hidrico, salinidade, baixa temperatura, exposi¢do a metais pesado,
radiagdes UV) que podem estimular o acumulo de prolina na planta, sendo um composto
organico, altamente solavel, de baixo peso molecular, e geralmente nio toxico em altas
concentragdes celulares ¢ atuam na protegio das plantas (no ajuste osmético celular ¢
desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), protegdo da integridade da membrana,
das enzimas ¢ estabilizagdo das proteinas (Yancey 1994; Hare et al 1998; Munns 2005, Rhodes
et al, 2002; Naidu et al., 1991; Bassi and Sharma 1993; Sharma and Dietz 2006). Nas
estrututras subcelulares (por exemplo, membranas e proteinas), ocorre a climinagio de radicais
livres e buffer de potencial redox celular sob condigbes de estresse ¢ pode atuar também
aliviando a acidose citoplasmatica ¢ mantendo NADP* / NADPH compativeis com o

metabolismo. Sua acumulagio normalmente ocorre no citoplasma onde ele funciona como
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chaperons moleculares estabilizando a estrutura das proteinas ¢ seus tampoes de acumulagao
pH citosélico e mantém o estado redox celular (Ashraf and Foolad 2007; Hare and Cress 1997).

O aumento no acumulo de MDA ¢ considerado indicador de dano oxidativo nas plantas
em condigoes de estresse (Yang ¢ Miao, 2010), em plantas inoculadas com BRM-32111 ¢
BRM-32113 houve menor acumulo de MDA (Fig. 5F) resultando na prote¢do das membranas,
uma vez que as altas concentragdo de MDA produzidos durante a peroxidapéo de lip ida éip forte
indicador do dano celular causado a membrana que atua na diminuigao da estabilidade da membrana
que reflete na extensdo da peroxidagdo lipidica (Liang et al., 2003).Além disso, a peroxidagio
lipidica ¢ um indicador da reagdo de radicais livres em tecidos, onde a captagio de carga de
oxigenio nos tecidos gera espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente H,O; que ¢
produzido a taxas elevadas pela oxidase do glicolato nos peroxissomos na fotorrespiragio
(Yang ¢ Miao, 2010; Moller et al. AL, 2007). Assim as PGPR nas plantas induzem respostas
que auxibam na mitigagao dos danos de ROS ¢ peroxidagdo lipidica das membranas, assim

atuando na manutengdo do crescimento mesmo em condigdes de estresse.

Conclusao

As modificagdes anatomicas ¢ fisiologicos em planta de arroz de terras altas inoculadas
com BRM-32111 e BRM-32113 atuam com efeito mitigador dos danos causados pelo déficit
hidrico. Com destaque para BRM-32111 na germinagdo com PEG, nas plantas em ¥am, com
0 acumulo maio de prolina e 0 menor MDA. Novos estudos devem ser realizados para avaliar

a funcionalidade destas PGPR em campo.
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seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem (Duncan, p < 0,05), n=20.
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Resumo

Os compostos alelopaticos reduzem o crescimento ¢ a produtividade das plantas de arroz em
plantios consecutivos, principalmente, em terras altas. As rizobactérias Pseudomonas
Sfluorescens BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 foram registradas como
promotoras do crescimento em arroz, Este estudo foi desenvolvido para compreender o efeito
da aplicagio de rizobactérias em plantas de arroz de terras altas em plantios consecultivos. Os
experimentos foram em delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repetigoes € quatro
tratamentos constituidos de sementes de arroz inoculados com P. fluorescens BRM-32111, com
B. pyrrocinia BRM-32113 e plantas ndo inoculadas (controle) semeadas em solo com residuo
(WR) e plantas nao inoculadas em solo sem residuo (NR) de raizes de plantas de arroz. O
crescimento de plintulas ¢ plantas de arroz controle (WR) foi afetado negativamente pelos
compostos alelopaticos. Em semeio com residuo, plantas inoculadas com as rizobactérias P.
flworescens BRM-32111 ¢ B. pvrrocinia BRM-32113 induziram aumento em 88% na biomassa,
em 3% na area foliar, em 40% ¢ 67% no comprimento ¢ biomassa radicular, respectivamente,
em 21% na clorofila @ ¢ em 53% na clorofila a + b, em 50% na A, em 227% na A/Ci ¢ em 63%
no WUE comparado as plantas controle WR. Esses resultados indicam que as rizobactérias P.
Sfluorescens BRM 32111 ¢ B. pyrrocinia BRM 32113 aumentam a tolerdncia de plantas de arroz
ao estresse com aleloquimicos, com possiveis aplicagdes praticas agricolas sobre o efeito da

aleloquimica ambiental no arroz de terras altas.

Palavras-chave: Arroz, B. pyrrocinia, P. fluorescens, alelopatia, rhizobacteria
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1. Introdugio

Os plantios consecutivos de arroz em terras altas apresentam redugio de crescimento e
produtividade em até 65% em cinco anos de cultivo (Fageria and Baligar 2003, Pinheiro et al 2006),
0 mesmo efeito alelopatico ocorre em plantas de milho ¢ sorgo (Amb & Ahluwalia 2016),
provavelmente devido a degradagido dos residuos de plantas no solo que liberam aleloquimicos
¢ por acumulo de metabolitos oriundos de exsudados radiculares presentes no solo, dentre os
metabolitos que produzem efeitos alelopaticos em arroz estdo os terpenoides, esteroides, fenois,
cumarinas, flavonoides, taninos, alcal6ides, glicosideos cianogénicos e outros compostos
(Putnam, 1988: Rice 1984).

A alelopatia € definida como qualquer processo que envolva os metabolitos secundarios
produzidos por plantas, microorganismos, virus, ¢ fungos, ¢ que influenciam o crescimento e
desenvolvimento da produgdo agricola ¢ sistema biologico (Torres et al , 1996). E esses
compostos podem atuar inibindo germinagao, crescimento, redugio da profundidade radicular
das plantas, o efeito danoso pode variar de acordo com a cultivar ¢ a concentragdo ¢ combinagio
de metabolitos (McPherson et al., 1971; Chou et ai. 1991).

O desenvolvimento de tecnologias para mitigar os danos dos aleloquimicos em plantios
consecutivos de arroz tornam-se importantes no contexto da pesquisa em condigdes de terras
altas. Como alternativas mitigadoras tém-se a selegio de culturas de arroz tolerantes aos
aleloquimicos (Wathugala 2015), a rotagao de cultura com espécies da familia Fabaceae como
Vigna unguiculata (1..) Walp., Crotalaria paulina Schrank ¢ Mucuna aterrima Piper & Tracy
(Marenco and Santos, 1999) ¢ o uso dos microorganismos como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) ¢ as rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) (Helme 1999; Major
2010).

As PGPR sdo bactérias benéficas capazes de induzir crescimento € aumentar a

tolerancia das plantas aos estresses bioticos e abioticos (Kloepper et al., 1980, 2004; Kremer,
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2006; Mishra and Nautiyal, 2012). O uso de microorganismo para o aumento da tolerancia de
aleloquimicos ¢ ¢ uma opgdo sustentavel, por melhorar a tolerdncia das plantas e, assim,
permitir o cultivo de um solo sem excessos de fertilizantes.Uma das agdes dos aleloquimicos
sobre as plantas ¢é a alteragio da atividade mitotica de células jovens e diminuigdo no numero
de células ou alongamento celular ou ambos, essa agdo resulta na inibigdo de atividades
metabolicas ¢ menor taxa de crescimento nas plantas (Rice, 1984), a inibigdo no crescimo
também pode ser dever a diminuigdo na germinagao, podendo ser atribuida a alteragao da
atividade enzimatica que afeta a mobilizagio de compostos de armazenamento na germinagao,
que causa uma resposta de inchago ¢ aumentando o nivel de peroxidase em plantas de arroz.

A aplicagio de FMA ¢ PGPR aumentaram da tolerancia das plantas a compostos
aleloquimicos (Helme 1999; Major 2010). Os FMA atuam nas plantas alterando a absorgdo de
agua (Egerton-Warburton, et al. 2007), nitrogénio, fosforo e metais (Barto et al. 2011), e os
sinais de aleloquimicos presentes no solo inibindo o efeito sobre as plantas (Barto et al. 2012).

A tecnologia que modifica os aleloquimicos transformando-os em reguladores do
crescimento de plantas em sorgo, permite a gestao cficaz da produgdo agricola, devido a
degradagio dos aleloquimicos no solo (Bhadoria 2011; Thsan et al., 2015; Uddin et al., 2014).
O Sorghum bicolor (L), libera pelo exudado radicular a sorgoleona que pode inibir do
crescimento de plantas daninhas, no entanto, a planta de o sorgo torna-se tolerante quando
tratada com microorganismos capazes de usar sorgoleona como fonte de carbono ¢ mineraliza-
lo através de degradagio completa de CO; no solo (Gimsing et al., 2009).

No entanto, tem-se a hipotese de que PGPR além de induzir crescimento em plantas de
arroz (Régo et al., 2014), induz também aumento da tolerdncia do arroz aos compostos
aleloquimicos deixados pela cultura no solo. Este mecanismo nido foi demonstrado em arroz

terras altas. Neste trabalho, objetivou-se investigar a aplicagio do PGPR (Pseudomonas
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Sfuorescens BRM-32111 ¢ Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) sobre plantas de arroz

cultivadas em solo com residuos aleloquimicos de plantas de arroz.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e microrganismos

Os experimentos foram em delineamento inteiramente ao acaso com quatro repetigoes
(um vaso com cinco plantas) ¢ quatro tratamentos constituidos de duas rizobactérias ambas
inoculadas em sementes em solo com residuo (Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e
Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) ¢ dois controles (sementes com agua em solo com
residuo (WR) e em solo sem residuo (NR). Sementes de arroz da cultivar Primavera foram
inoculadas com a suspensio de Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e Burkholderia
pyrrocinia BRM-32113 feita de acordo com metodologia descrita por FILLIPI et al., (2011) e
0 controle sementes submersas em agua destilada ¢ esterilizada. Para o solo com residuo foi
adicionado 23 mg de raizes de arroz conforme descrito por Ranagalage (2014). O Contendo de
compostos alelopaticos produzido pelos residuos (tabela 1). E o solo utilizado toi de uma area
nao cultivada no Pard, Brasil, ¢ caracterizado como: pH HaO 5.4; 589 g argila kg™'; 66 g silt kg
'; 144 g arcia kg'; 63 mg K* dm™; 4 mg P dm™; 0.4 mg Ca?* dm; 0.2 cmolc Mg** dm?; 0.1

cmole A" dm™; and 3 mg Si kg1,
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Tabela 1. Compostos alelopaticos, contidos em raizes de plantas de aroz (por vaso), aos 21

dias apos a semeadura.

Biomassa radicular  Compostos fenolicos totais Flavonoides
Controle 0.015 0.340 0.339
BRM-32111 0.017 0.446 0.403
BRM-32113 0.016 0.456 0.408

Valores médios expresso em (mg / g Ms), e obtidos em estudos prévios por Régo et al., (2014).

2.2. Germinagdo de sementes e vigor de plantula

Em caixa plastica (11 x 11 x 3.5 cm), contendo 100 g de solo ¢ umedecido com 50 mL de agua
destilada estéril foram semeadas 25 sementes por repetigdo, totalizando 100 sementes /
tratamento. Aos sete dias apos semeio foram avaliados a germinagdo (%), indice de velocidade
de germinagdo foi calculado por IVG = Z(n/t), onde: t = nimero de dias da semeadura contado
a cada dia ¢ n = namero de plantulas normais contada a cada dia, ¢ massa fresca da plantula, o

ensaio foi repetido duas vezes.

2.3. Promog¢do do crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, na Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA) — Belém/Pa, com vasos contendo 750 g de solo de Latossolo amarelo
distrofico, ¢ adubados com 1.17 g de N - P - K (Nitrogénio, Fosforo ¢ Potissio), 0.35 g de Uréia
¢ 0.7 g de FTE (micronutrientes) por vaso. Foram semeadas 10 sementes inoculadas por vaso ¢
aos 11 dias apos germinagdo foi feito o desbaste para cinco plantas por vaso. Aos 21 dias apos
0 semeio foram avaliados: biomassa total (mg), altura da planta (cm), area foliar (cm?),
conteudo relativo de clorofila (SPAD), biomassa radicular (g) ¢ comprimento radicular (cm),
as trocas gasosas ¢ quantificagdo de pigmentos fotossintéticos. O ensaio foi repetido quatro

VEZESs.
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2.4. Estudo anatoémico da folha

A dimensdo dos estomatos foi obtida através da area equivalente do elipsdide que
representa a area dos poros estomaticos (APE) pela seguinte formula: (7 < Comprimento x
largura) / 4, de acordo com Minnocci et al. (1995) e Bartolini et al. (1997). O stomatal density
(SD, stomata mm™) (n = 20 treaments) of the inferior lamina, according to Sack et al. (2003).
A densidade de tecidos foliares (DFT, mg cm™) foi calculada pela razio massa foliar por
unidade de area foliar (Mg cm?®) ¢ espessura foliar (Wright ¢ Westoby 2002). Em lamina foliar

com 0,5 x 0,5 cm com auxilio de ocular milimetrada, Microscopio Motic (BA-400).

2.5. Quantificagdo de pigmentos

Da terceira folha foram obtidos 15 mg de tecido foliar e maceradas em 240 ul em EtOH
98 % ¢ incubadas a 80 °C por 20 minutos, ¢ em seguida centrifugadas a 4 °C em 14.000 rpm
durante cinco minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e o pellet submetido a mais
duas extragdes, em EtOH de 80% e 50%, respectivamente. Os sobrenadantes foram coletados
¢ homogeneizados. As etapas de extragio dos pigmentos foram realizadas sob banho de gelo e
na ausencia de luz, conforme metodologia definida por Porra (1989). Posteriormente uma
aliquota de 20 pL. do extrato vegetal etilico de cada amostra foi adicionado em um meio de
reagao com 120 pl. de EtOH 98% ¢ 40 ul. do mix etilico. E submetidas a determinagio da
absorbancia, estimada em comprimento de onda (1) 645 nm ¢ 665 nm. Com a absorbancia
obtidas, foi estimada as concentragdes de clorofila a ¢ b, a/ b e total através das formulas 1 ¢ 2,

posteriormente normalizado pela massa fresca de cada amostra.

(Férmula — 1) Clorofila a = 5.48 * Abs665 — 2.16 » Abs645 (pﬁ—)

(Férmula — 2) Clorofila b = 9.67 » Abs645 — 3.04 * AbS665 (p”g )
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2.0, Troca gasosa

As plantas de arroz foram avaliadas quanto a troca gasosa, com um sistema portatil de
fotossintese (LI-6400XT; LI-COR, Lincoln, NE). A taxa liquida de assimilagio de CO, (4),
condutancia estomatica (gs) ¢ transpiragido (), concentragdo intercelular de CO, (i), e
estimado uso eficiente da dgua (WUE) (4/E) e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4 / Ci),
foram avaliados a uma concentragio de CO; 400 umol mol, 50% de umidade relativa, 28 °C de
temperatura, 300 umol s-1 o fluxo de ar e uma densidade de fluxo de fotons de 1200 umol (m?)

15", O instrumento foi estabilizado de acordo com a orientagdes do fabricante.

2.7. Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia ¢ as medias
foram comparados pelo de Duncan (p < 0.05) em programa programa SPSS 21.0, ¢ erro padrio
(p < 0,05). Posteriormente, foi estimado o coeficiente de correlagao linear entre as variaveis de

crescimento das plantas de arroz aos 21 dias apos 0 semeio em Software Past 2.0 (p < 0,05).

3. Resuitados

3.1. Germinagdo de sementes e vigor de plantula e promogdo de crescimento em plantas

Sementes controle WR tiveram redugio em 2% na germinagio quando comparadas as
sementes controle NR, no entanto as sementes inoculadas com P. fluorescens BRM-32111
tiveram aumento na germinagdo em 2% em relagdo ao controle WR (Figura 2 A). Em solo com
residuo (WR), o comprimento das plantulas em todos os tratamentos tiveram redugio média de
22% (Figura 2 B) em relagdo ao controle NR, a biomassa das plantulas inoculadas com P.
Sfluorescens BRM-32111 foi 27 % maior em relagio ao controle WR (Figura 2 C).

As plantas controle WR apresentaram redugdo em todas as variaveis relacionadas a

promogdo de crescimento (Figura 2). A biomassa das plantas inoculadas com as rizobactérias
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aumentou 88 % quando comparada ao controle WR (Figura 2 D). O comprimento das plantas
com B. pyrrocinia BRM-32113 aumentou em 25% ¢ 22 %, em relagio ao controle NR ¢
controle WR, respectivamente (Figura 2 E). Plantas inoculadas com as rizobactérias tiveram
aumento em 3% na area foliar, em 30% no conteudo relativo de clorofila (SPAD), em 40% na
biomassa radicular ¢ 67% no comprimento radicular em relagdo ao controle WR,
respectivamente (Figura 2 H).

Ocorreu aumento do comprimento do poro estomatico nas plantas inoculadas com 7.
fluorescens BRM-32111 em 19% ¢ 91% em relagio aos controle NR ¢ controle WR
respectivamente (Figura 3 A), a area do poro estomatico ¢ densidade estomatica foram maiores
em 102% e 83% nas plantas tratadas com P. fluorescens BRM-32111 quando comparadas ao
controle WR, respectivamente (Figura 3 B), e DFT foi maior nas plantas inoculadas com P.
Sfluorescens BRM-32111 em 18% ¢ 8% em relagdo aos controle NR ¢ controle WR,

respectivamente (Figura 3 D).

3.2. Quantificagdo de pigmentos

A concentragdo de pigmentos reduziu nas plantas controle WR quando comparado com
comtrole NR. E em plantas inoculadas com as rizobactérias tiveram aumento em 21% na
clorofila a ¢ em 53% na soma das clorofilas a +b (Figura 4). Para chl b ¢ arazio chl a /b ocorreu
incremento em 22% ¢ 25% nas plantas inoculadas P. fluorescens BRM-32111 em relacao ao

controle NR, ¢ em 21 % ¢ 28 % em relacao ao controle WR, respectivamente (Figura 4 B — D).

3.3. Troca gasosa
Todos os parametros de trocas gasosas foram afetados em plantas controle WR quando
comparadas ao controle NR ¢ em solo com residuo (WR). As plantas inoculadas com as

rizobactérias tiveram aumento em 4 de 37% ¢ 50% em relagdo ao controle NR ¢ controle WR,
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respectivamente (Figura 5 A). Para WUE o aumento foi em 128 % e 63 % em relagdo ao
controle NR ¢ controle WR, respectivamente (Figura 5 E). No entanto, houve aumento na
eficiéncia da carboxilagio da rubisco em 227% incluindo plantas com rizobactérias ¢ controle
WR comparado ao controle NR (Figura 5 F). Enquanto que, plantas controle NR tiveram em
47% no gs, em 42% no Ci ¢ em 60% no E comparadas as plantas inoculadas com rizobacterias

(Figura 5 B-C-D).

4. Discussiio

4.1. Germinagdo de sementes, vigor de plantula e promogdo de crescimento em plantas

No presente estudo, os residuos de arroz adicionados no solo reduziram a germinacio,
o comprimento ¢ a biomassa das plantulas de arroz de terras altas. Entretanto, em plantulas de
arroz provenientes de sementes inoculadas com a rizobactéria P. fluorescens BRM-32111
(WR), foram mitigados os danos na germinagdo, na biomassa ¢ no comprimento quando
comparadas a plantas ndo inoculadas (WR) crescidas em solo com residuo, indicando que a
rizobactéria induziu a protegdo aos efeitos danosos dos aleloquimicos no estadio de plantula.
Em plantios subsequentes de arroz de terras altas, ha redugdo em ate 50% de produtividade, a
qual ¢ atribuida a vérios fatores, entre eles a liberagdo de aleloquimicos provenientes dos
residuos do arroz no solo (Chou, 1991). Os principais compostos aleloquimicos incluem
phenolic acids, p-coumaric acid, ferulic acid, benzoic acid, syringic acid and salicylic acid
(Chou and Lin, 1976; Putnam, 1988; Rice 1984). Esses compostos de residuos de arroz no solo
reduzem a germinagio, retardam o vigor de plantulas, crescimento de plantas, a expansao foliar,
¢ alongamento de raizes como mostrado no presente estudo (Figura 1 — 2). Também ja foram
registrados esses efeitos negativos para a cultura do milho cultivado sobre residuos de sorgo e
arroz (Amb & Ahluwalia 2016). Esses danos sdo atribuidos a uma cadeia de sinais percebidos

pelas radiculas que absorvem as substancias alelopaticas liberadas no solo, depois da
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decomposigao das raizes de arroz, ¢ que quando em contato com a membrana celular da raiz
ocasionam a despolarizagio, alteragio no efluxo de ions ¢ a redugdo de condutividade
hidrolitica, resultando em menor absorgdo de agua ¢ nutrientes pelas raizes interferindo no
desenvolvimento da planta (Baziramakenga et al, 1995; Lehman ¢ Blum, 1999).

As plantas de arroz inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-
32113 tiveram aumento de germinagio, comprimento ¢ biomassa em relagio a plantas controle
crescida em solo com residuo (WR) (Figura 2). Estudos demonstraram que ha relagio entre o
crescimento das plantas ¢ os microrganismos no solo na presenga de compostos alelopaticos,
por multiplos mecanismos. No presente estudo, as PGPR P. fluorescens BRM-32111 ¢ B.
pyrrocinia BRM-32113 induziram aumento no crescimento ¢ biomassa de raizes, que pode ser
decorrente da melhoria no processo de crosstalk entre solo-planta-microrganismo, os exsudados
radiculares estimulam a formacdo do corum sense bacteriano, com aumento na liberacio de
polissacarideos que combinados com particulas de argila induziram a formagdo de mucigel
(Guckert et al., 1975), substancia que facilita o crescimento radicular e protege as PGPRs na
rizosfera (Kiers & Denison 2008; Venturi & Keel, 2016; Van Dam & Bouwmeester, 2016).
Outra capacidade das bacterias da rizosfera ¢ a degradagio dos aleloquimicos através da agio
enzimatica podem alterar a toxidez do composto aleloquimico transformando-os em uma forma
nio toxica (Bais et al., 2006; Mishra et al., 2013; Bhadoria 2011; Macias et al., 2003; Inderjit
et al,, 2011; Zou et al., 2014; Wu et al., 2015). Os compostos aleloquimicos (fitotoxinas, 2,4-
diacetylphloroglucinol (2.4DAPG), phenazine, Ciancto de Hidrogénio (HCN), antibidticos e
enzimas de degradagdo da parede celular das raizes das plantas) liberados por gramineas podem
ter sido degradado pelas PGPR P. fluorescens BRM-32111 ¢ B. pyrrocinia BRM-32113 no
presente estudo, ¢ transformado os compostos em uma forma ndo toxica, o que favoreceu o

crescimento das plantas de arroz em solo WR.
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Alem dos microorganismos promoverem o crescimento também atuam na modulagao
do gene responsivo ao estresse, ¢ na inibigio das enzimas antioxidantes e da secregdo de
aleloquimicos no solo (Barazani and Friedman, 1999; Bais et al., 2006; Mishra et al., 2013). O
maior desenvolvimento do sistema radicular, parte aérea, biomassa, densidade estomatica,
foliar ¢ massa foliar, area foliar ¢ poro estomatico foram obtidos em plantas de arroz inoculadas

com P. fluorescens BRM-32111. Essas adaptagdes morfologicas das plantas inoculadas com 7.

Jluorescens BRM-32111 em solo com residuo, favoreceram a aquisigdo de CO;, o que auxilia

a planta a desenvolver seu potencial no aumento sua biomassa para crescimento (Galmés et al.,

2007; Millar et al. 2011).

4.2. Quantificagdo de pigmentos

Em solo com residuo, as plantas de arroz (WR) tiveram redugdo na concentragdo dos
pigmentos fotossintéticos, enquanto que, em plantas inoculadas com P. fluorescens BRM-
32111 houve aumento na concentragio das clorofilas. No controle WR, as plantas apresentaram
uma drastica redugdo de clorofila a, a qual pode estar relacionada com a perda da capacidade
das c¢lulas em sintetizar clorofila quando exposta ao composto aleloquimico, como ocorreu em
algas verdes (Chlorella vulgaris) expostas a ao aleloquimico N-fenil-2-naftilamina (Bornman
¢ Vogelmann, 1991; Haifeng et al., 2009).

Quanto clorofila b ¢ a razao a / b, houve aumento nas plantas inoculadas com P.

Jluorescens BRM-32111 e semeadas em WR, indicando um aumento na eficiéncia no centro

dos complexos de reagao fotossintética do sitemas de antena de FSII PSI. Esses sistemas podem
ser divididos nos complexos de antenas interiores contendo clorofila b ¢ os complexos de
captagdo, transmissdo ¢ dissipagdo do excedente de luz (NPQ,gP, Fv/Fm) (Bjérkman, 1981,
Haifeng et al., 2009). O composto alelopatico N-fenil-2-naftilamina, em alga verde, alterou a

fungdo do transporte de¢ elétrons fotossintéticos, corrente do PSII para PSI, formando
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complexos elétrons doadores-receptores com a filoquinona ¢ nattoquinona (Dwivedi ¢ Rao,
1972; Haifeng et al., 2009). A rizobactéria P. fluorescens BRM-32111 pode ter estimulado as
plantas a tolerar o estresse através da manutengdo do complexo antena ¢ / ou manutengdo do

transporte de elétrons.

4.3. Troca gasosa

Um dos mecanismos caracterizados fitotoxicos induzidas por aleloquimico ¢ a inibigio
da fotossintese e da evolugio do oxigénio através interagdo com componentes do fotossistema
IT (PSII) (Einhelling, 1995). No presente estudo, as plantas de arroz controle (WR) tiveram o
aparato fotossintético afetado negativamente pelo residuo (WR), entretanto, os danos foram
mitigados quando as plantas foram inoculadas com as rizobactérias P. fluorescens BRM-32111
¢ B. pyrrocinia BRM-32113. Os aleloquimicos reduzem a fotossintese por causar redugio na
transferéncia de elétrons ou por reduzir ¢ inibir a sintese de ATP ¢ NADPH, reduzir a
condutincia estomatica ¢ a transpiragio (Yu et al., 2003; Wu et al., 2004). Como observado
nesse estudo, em plantas de arroz cultivada em solo com residuo (WR) tiveram redugio drastica
na condutincia estomatica (gs) € na transpiracao (E), assim como ja foi observado em plantas
de outras culturas. Esse efeito foi atribuido aos aleloquimicos dos grupos do fenois, composto
alelopatico decorrente da decomposigio de graminea, que causam perturbagio nas membrana
celulares que pode culminar na morte celular, 2 manutengio da integridade de membranas
celulares, em resposta ao ataque de radicais livres, esta relacionada ao balango entre
citocinina que leva ao aumento da atividade das enzimas do estresse oxidativo como
catalase e peroxidase ¢ aumento de concentragdes de acido abscisico (ABA) nas folhas,
¢ do cdlcio que tem o papel de atuar sobre a redugiio do extravasamento de eletrélito,
(Yan et al. 2006; Nishivama et al., 2011: Gidrol et al., 1994). (Einhellig, 1996; Weir et ai.,

2004).
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O aumento nos paramentros de trocas gasoas em A, WUE ¢ A/Ci em plantas de arroz
inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 ¢ B. pyrrocinia BRM-32113 ¢ semeadas em solo
com residuo foram resultantes do estimulo ao crescimento das plantas, as quais tiveram maior
area foliar ¢ pigmentos fotossintéticos ¢ esses estdo diretamente ligados ao aumento da taxa
fotossintética, o que auxiliou no acumulo em biomassa nas plantas de arroz inoculadas com as
rizobacterias (Galmés et al., 2007; Millar et ai. 2011) (Tabela 2). Os resultados de plantas ndo
inoculadas NR ¢ WR, foram semelhantes com os obtidos em plantas de milho e soja, submetidas
a compostos aleloquimicos liberados por nogueira preta (Juglas nigra 1..), que apresentaram
redugio na taxa de assimilagdo liquida de CO; (Shibu & Gillespie 1998), no entanto as plantas
de arroz inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 ¢ B. pyrrocinia BRM-32113 tiveram
aumento na taxa de assimilagio de CO; e maior condutincia estomatica (gs) ¢ carbono interno
(Ci) em comparagdo a plantas ndo inoculadas WR, indicando essas alteram o comportamento
fisiologico das plantas, aumentando a tolerancia aos aleloquimicos. Estudos com estirpes de
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, ¢ outras espécies, que se associam com as raizes
de plantas foram capazes de proporcionar tolerdncia a alelopatia ¢ de degradar os aleloquimicos
liberados de planta de Gmelina arborea (Barazani ¢ Friedman, 2001; Hauser, 1993). As plantas
inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 tiveram comportamento semenlhantes as de plantas
consideradas tolerantes aos efeitos dos aleloquimicos, com maior area foliar, DTF, e biomassa
radicular o que indica a ocorréncia do espessamento das paredes celulares o que contribui para
aumentar a eficiéncia na troca gasosa ¢ WUE (Niinemets, 2001).

A rotagio de culturas ¢ indicada como uma forma diminuir os efeitos alelopaticos nas
plantas, em estudos de rotagio de culturas com arroz de terras altas e trigo no Paquistao, as
culturas tiveram redugio na produgdo nos plantios sucessivos, mesmo com a adogdo de boas

praticas culturais. Essas perdas poderdo ser mitigadas com o uso de microorganismos (P.
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Juorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113) que induzam aumento de tolerancia as
plantas de arroz de terras altas aos resisduos alelopaticos.

As rizobactérias (P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113) registradas
como promotoras de crescimento ¢ supressoras de brusone em arroz de terras altas (Filippi et
al, 2011 ; Régo et al., 2014), induziram o aumento da tolerincia das plantas aos compostos
alelopaticos ¢ deverdo ser avaliadas em campo para confirmar mais esse atributo positivo no
mangjo de arroz de terras altas para aumento de produtividade em mesma area ¢ em anos

consecutivos de plantios e redugdo de aberturas de novas areas para plantio de arroz.

5. Conclusio

As rizobactérias (Pseudomonas fluorescens BRM-32111 ¢ Burkholderia pyrrocinia
BRM-32113) mitigam os danos fisioldgicos ¢ induzem o crescimento de plantas, induziram a
tolerancia aos compostos aleloquimicos em plantas de arroz e devem ser mvestigado em

experimentos de campo para serem inseridos no manejo da cultura em terras altas.
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Figure 2. Germinagdo (A), comprimento da plantula (B), ¢ biomassa da plantula (C), sete dias apos a germinagdo, ¢ biomassa de planta (D),
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2492 comprimento de planta (E), area foliar (F), clorofila (SPAD)(G), biomassa radicular (H) comprimento das raizes (I), aos 21 dias apds a germinagio,
2493 em solo sem residuo (NR) ¢ com residuo (WR) de plantas de arroz. Tratamento controle (ndo mmoculado), e plantas inoculadas com Burkholderia
2494 pyrrocinia-BRM-32113 and Pseudomonas fluorescens BRM-32111. Barras seguidas de mesma letra mintscula nio diferem (Duncan, p < 0,05),
2495 n=20.
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Figura 3. Comprimento do poro estomatico (CPE) (A), area do poro estomatico (APE) (B),
densidade estomatica (C), DFT = (massa fresca da folha / (unidade de area foliar x espessura
da folha))(D), aos 21 dias apds a germinagio, em solo sem residuo (NR) ¢ com residuo ( WR)
de plantas de arroz. Tratamento controle (nio inoculado), e plantas inoculadas com
Burkholderia pyrrocinia-BRM-32113 and Pseudomonas fluorescens BRM-32111. Barras

seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem (Duncan, p = 0,05), n=20.
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Figure 5. Taxa de assimilagdo liquida de carbono (4) (mmol CO; m™ 8™') (A),condutincia
estomatica ao vapor de agua (gs) (mmol H,O m? S°!) (B),carbono intercelular (Ci) (mmol H,O
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Figure 6. Electromicrografia da face abaxial de folhas de arroz obtida de sementes tratadas com

PGPR, 21 dias apés semeadura em solo sem residuo (NR) ¢ com residuo (WR). Controle em

solo NR (A), e BRM-32111 WR (B), BRM-32113 WR(C), Control WR (D). Estomatos (sctas

vermelhas).
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2572 Tabela 2. Estimativa dos coeficientes de correlagio linear entre as varidveis de crescimento das plantas de arroz aos 21 dias apés o semeio.

B PL LA RB RL Chla Chib Chlat+th Chlab A gs Ci E WUE A/Ci
TB 0,000 0931 0259 0,18 0429 0633 0216 0,500 0,125 0,040 0,430 0,749 0282 0,328 0.869
PL 0,019 0000 0000 00908 0.000 018 066l 0,075 0828 0752 0,420 0640 0449 0,592 0,305
LA 0,240 0763 0,000 0938 0,185 0,137 0652 0,086 0,771 088 0604 0532 059 0540 0,293
RB -0,282 0,025 -0,017 0.000 0951 0446 0,001 0,648 0000 0148 0042 0042 0078 0,095 0,963
RL -0,169 0,712 0280 0,013 0000 0879 0,777 0,792 0949 0530 0124 018 0137 0174 0,750

Chl a 0,103 0283 0313 0163 -0,033 0000 0365 0,000 0,031 0,247 0,489 0568 0,542 0,485 0,586
Chl b 0262 0,094 0097 -0.,646 -0,061 -0,193 0,000 0,763 0,000 0018 0435 0478 0,721 0,878 0,324
Chlatb  -0.145 0370 0357 0098 0057 0666 0,065 0,000 0,109 0241 0179 0251 0246 0,222 0,614
Chl a/b 0,322 -0,047 -0,063 -0.701 -0,014 -0.442 0899 0336 0,000 0062 0584 0574 0842 0,995 0,325

A 0,421 -0,068 -0,031 -0,304 -0,135 0246 0,480 0,249 0,386 0.000 0838 0,742 0334 0,496 0.890
Gs 0,162 -0,173 0,111 0419 -0,323 -0,149 -0,167 -0,284 -0.118 0,044 0000 0,000 0,000 0,000 0,052
Ci 0,062 -0,101 0,134 0418 -0,280 -0,123 -0,152 -0,244 0,121  -0,071 0957 0,000 0,000 0,000 0,002
E 0,229 -0,162 0,113 0367 -0,312 -0,131 -0.077 -0,246 -0,043 0206 0981 0917 0,000 0,000 0,045

WUE 0,209 0,115 -0,131 -0,349 0287 0,150 0,033 0,259 0,001 -0,146 -0.969 -0,959 -0.978 0,000 0,003
A/Ci 0,036 -0,218 -0,224 0010 -0,069 0,117 -0,210 0,108 -0,210 0,030 -0,401 -0.590 -0.413 0.576 0,000
2573 Total biomass (TB), plant length (PL), leaf area (LA), clorofila (Chl), root biomass (RB), root length (RL), taxa de assimilagdo liquida de carbono

2574 (4), condutanicia estomatica ao vapor de dgua (gs), carbono intercelular (C7), taxa de transpiragio (E), uso eficiente de agua (WUE), eficiéncia da
2575  carboxilagdo da rubisco ( A / Ci ). Software Past 2.0 (p < 0,05).
2576
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4. Conclusdes gerais

O presente estudo evidenciou que as PGPR testadas sdo eficientes no auxilio a planta a
tolerar o estresse hidrico em laminas de dgua no solo de até 62 % nesta lamina as plantas
atingem a biomassa critica, ¢ mitigaram os danos fisiologicos ocasionados pelos aleloquimicos,
sendo que, o isolado P. fluorescens-BRM-3211 foi mais eficiente, em amenizar os efeitos
negativos morfo-anatomicos em liminas de agua no solo de até 50 % da capacidade de campo,
¢ no WUE em 50 % da capacidade de campo. Estudos de campo devem ser realizados para

investigar o manejo da cultura com uso de PGPR em terras altas ¢ sua eficiéncia.



