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Resumo

A perda na produtividade de plantas de arroz (Oryza sativa L.) devido aos danos
causados por estresses abioticos (déficit hidrico e alelopatia) sdo recorrentes, o objetico foi
avaliar o comportamento de plantas de arroz através das alteragcdes agrondmicas e morfologicas
sob diferentes laminas de agua no solo (LAS) de 100%, 70 %, 50% e 30 % da capacidade de
campo (CC), e identificar as modificagdes anatomicas e fisiolégicos em planta em LAS de 100
% e 50 % da CC induzidas por PGPR (Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 e Pseudomonas
fluorescens BRM-32111), que indiquem o efeito mitigador dos danos causados pelo déficit
hidrico. E em plantios com residuo de plantas do arroz no solo foi identificar e compreender o
efeito da aplicagao de rizobactérias em plantas de arroz de terras altas em plantios consecutivos.
No primeiro ensaio, as PGPR foram submetidas aos estresses abidticos de temperatura (30, 35
e 40 °C), salinidade (0.5 % e 7.5%) e déficit hidrico (0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0 e -1.2 Mpa)
simulado por PEG com 10 repeti¢des e avaliado o crescimento. No segundo ensaio, as plantas
de arroz inoculadas com: BRM-32111, BRM-32113 e controle, foram submetidas as LAS de:
100, 70, 50 e 30 % da CC, com trés vasos por tratamento e cinco plantas por vaso. Foram
avaliados: agua evapotranspirada e potencial hidrico (yam), biomassa e comprimento da planta
e raiz, area foliar, teor relativo de clorofila. No terceiro ensaio, foram usadas plantas controle,
inoculadas com BRM-32111 e BRM-32113, submetidas a 100% e 50% da CC, e mantido até
aos 28 dias, e avaliado crescimento, fisiologia e anatomia. No quarto ensaio, foram utilizados
quatro tratamentos constituidos de sementes de arroz inoculados com P. fluorescens BRM-
32111 em solo com residuo, com B. pyrrocinia BRM-32113 em solo com residuo e plantas
controle em solo com residuo (CR) e plantas controle em solo sem residuo (SR) de raizes de
plantas de arroz (residuos de Aleloquimicos), todos os ensaios foram em DIC, e os resultados
submetidos ANOVA, teste de Duncan (p < 0.05). No primeiro ensaio, verificou - se que as
PGPR foram tolerantes aos estresses abioticos de: salinidade (80%), temperatura (96%) e seca
(96%), no segundo ensaio, as plantas atingiram a LAS critica de até 63 % da CC, as plantas
com BRM-32111 tiveram os efeitos amenizador aos danos causado pelo déficit hidrico, na
biomassa 30%, comprimento da raiz 88% em LAS de 30% de CC quando comparados a plantas
controle. No terceiro ensaio, as sementes com BRM-32111 diferiram do controle na
germinagdo, e com BRM 32113 diferiram do controle no IVG. As plantas inoculadas com BRM
32111 e BRM-32113 tiveram menor redu¢do no didmetro radicular, nimero de poros de
protoxilema, espessura do cortex, e aumento na densidade de estomatos, € aumento em taxa de
assimilagdo de carbono (A), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo da
rubisco (A / Ci), maior acumulo de clorofila a, prolina e reducdo na concentragdo de aldeido
maldnico (MDA), em relagdo a plantas controle submetidas a mesma LAS. No quarto ensaio,
o crescimento de plantulas e plantas de arroz controle (CR) foi afetado negativamente pelos
compostos alelopaticos. Em semeio com residuo, plantas inoculadas com as rizobactérias P.
fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113 induziram aumento em 88% na biomassa,
3% na area foliar, 40% e 67% no comprimento e biomassa radicular, respectivamente, 21% na
clorofila a, 50% na A, e 63% no EUA comparado as plantas controle CR. Estes resultados,
evidenciam que as rizobactérias sdo tolerantes aos estresses de temperatura, salinidade e pressao
osmotica e auxiliam na amenizagao do efeito danosos causados pelo déficit hidrico, e aumentam
a tolerancia de plantas de arroz ao estresse com aleloquimicos no arroz de terras altas

Palavras chaves: arroz, alelopatia, Burkholderia pyrrocinia, déficit hidrico, Pseudomonas
fluorescens, rizobactéria.



Abstrac

The loss of rice plants (Oryza sativa L.) due to damage caused by abiotic stresses (water
deficit and allelopathy) are recurrent, the objective was to evaluate the behavior of rice plants
through agronomic and morphological changes under different layers of water in the soil (LAS)
of 100%, 70%, 50% and 30% of field capacity (CC), and to identify the anatomical and
physiological changes in plant in LAS 100% and 50% of CC, Induced by PGPR (Burkholderia
pyrrocinia BRM-32113 and Pseudomonas fluorescens BRM-32111), that indicate the
mitigating effect of the damages caused by the water deficit. And in plantings with residue of
rice plants in the soil was to identify and understand the effect of the application of rhizobacteria
on highland rice plants in consecutive plantations. Test one, The PGPR were subjected to
temperature abiotic stresses (30, 35, 40 °C), salinity (0.5%, 7.5%), and water deficit (0, -0.2, -
0.4, -0.6, -0.8, -1.0, -1.2 Mpa) simulated by PEG with 10 replicates and evaluated the growth.
Test two, the rice plants inoculated with: BRM-32111, BRM-32113 and control, were
submitted the LAS of: 100, 70, 50 and 30% of CC, with three pots per treatment and five plants
per pot. were evaluated: evapotranspirated water and water potential (yam), biomass and length
of plant and root, leaf area and relative chlorophyll content. Test three, plants Control,
inoculated with BRM-32111 and BRM-32113, submitted to 100% and 50% of CC, and
maintained for 28 days, and evaluated growth, physiology and anatomy. Test four, were used
four treatments consisting of seed rice inoculated with P. fluorescens BRM-32111 in soil with
residue, B. pyrrocinia BRM-32113 in soil with residue, plants control in soil with residue
(CR)and plants control on soil without residue (SR) roots of plants rice (residues of
Allelochemicals), the essay were in (DIC), and results submitted to ANOVA, Duncan's test (p
<(0.05). Test one, It was verified that PGPR were tolerant to abiotic stresses of: salinity (80%),
temperature (96%) and dry (96%), test two, plants have reached the critical LAS of up to 63%
of CC, plants with BRM-32111 had the effect of reducing the damage caused by the water
deficit, In biomass 30%, root length 88% in LAS of 30% CC when compared to control plants.
Test three, The seeds with BRM-32111 differed from the control in germination, and with BRM
32113 differed from the control in IVG. The plants inoculated with BRM 32111 and BRM-
32113 had a smaller reduction in root diameter, number of protoxilema pores, cortex thickness,
and increase in density of stomata, and increase in carbon assimilation rate (A), efficiency of
water use (EUA), carboxylation efficiency rubisco (A / Ci), higher accumulation of chlorophyll
a, proline and reduction in the concentration of malonic aldehyde (MDA), in relation to control
plants submitted to the same LAS. Test four, the growth of seedlings and plants control rice
(CR) was negatively affected by allelopathic compounds. In sowing with residue, plants
inoculated with rhizobacteria P. fluorescens BRM-32111 and B. pyrrocinia BRM-32113
induced an increase of 88% in biomass, 3% in the leaf area, 40% and 67% in length and root
biomass, respectively, 21% in chlorophyll a, 50% in A, and 63% in the EUA compared to CR
control plants CR. These results, evidences that the rhizobacteria are tolerant to the temperature
stresses, salinity and osmotic pressure and help to alleviate the harmful effect caused by the
water deficit, and increase tolerance of rice plants to stress with allelochemicals in upland rice.

Keywords: allelopathy, Burkholderia pyrrocinia, Pseudomonas fluorescens, rice, rhizobacteria,

water deficit.
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Figura 5. Eletromicrografia da face abaxial de folhas de arroz obtida de sementes tratadas com
PGPR, 21 dias ap6s semeadura em solo sem residuo (SR) e com residuo (CR). Controle SR
(A), BRM-32111 CR (B), BRM-32113 CR (C), controle CR (D). Estomatos (setas
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1. Contextualizacio

O cultivo de arroz de terras altas

Entre as culturas que sofrem maior pressdo de producdo, estd a cultura do arroz (Oryza
sativa L.), dos quais podem ser produzidos em dois sistemas diferentes, o sistema irrigado e de
terras altas. O sistema de producdo de arroz de terras altas tem menor produtividade, podem ter
problemas no crescimento ocasionado pelo deficit hidrico com a ocorrencia de veranicos,
infestagdo de plantas daninhas, deficiéncia nutricional, e ocorrencia de doengas como brusone,
queima da bainha das folhas e escaldadura. No entanto, este sistema possui economia do uso
da dgua o que ¢ um fator importante diante do problema global de 4gua na agricultura (Mishra
1999; Wade 2003).

O arroz ¢ uma cultura consumida por um terco da populagdo mundial, sendo os maiores
produtores no mundo China e India, o Brasil configura com nono maior produtor mundial
(AMIS, 2016), e 0 estado com maior produgdo de arroz de terras altas no Brasil ¢ o Mato Grasso,

e de irrigado o Rio Grande do Sul (Asch 2005).

Principais desafios para agricultura

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 ao
mento da demanda nutricional ocasionado pelo crescimento populacional, mudanca drasticas
no clima global ocasionadas por fenomenos como El Nifio e, consequentemente, a ocorréncia
de veranicos, diminuigdo de terras agricolas, urbanizacdo e uso intensivo de agroquimicos que
tem afetado a producgdo vegetal mundial, além de acimulo de compostos toxicos no solo para

planta (Gepstein, 2013, Rashid et al., 2016).
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Uso estratégico das rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR)

Deste modo, o uso de rizobacterias promotoras de crescimento (PGPR) na promocao de
crescimento, e mitigacdo de danos causados por agentes bidticos e abidticos em plantios de
arroz de terras altas ¢ uma estratégia para gerir a produtividade agricola, crescimento
econdmico, proteger a biodiversidade por meio de diminuicao do uso de fertilizantes quimico,
herbicidas e pesticidas para atender as crescentes exigéncias alimentares (Pereg e McMillan,
2015; Hamilton et al., 2016). Este termo foi inicialmente definido por Kloepper e Schroth
(1978).

A rizosfera ¢ a zona do solo em torno de uma raiz de planta, onde a biologia e a quimica
do solo sdo influenciadas pelas raizes (Lugtenberg e Kamilova 2009). Os exsudados radiculares
incluem aminoécidos, acidos organicos, carboidratos, agucares, mucilagem e proteinas. A
capacidade das rizobactérias de usar acidos organicos como fontes de carbono esta relacionado
a diversidade microbiolégica em torno da zona radicular, que também ¢ determinada pela
espécie de planta, pois as diferem na composi¢do e as quantidades de exsudados da raiz, o que
provavelmente afeta as populagdes microbianas (Drogue et al., 2012). Pois os acidos organicos
estdo envolvidos no mecanismo de solubilizacdo de fosfato pelas bacterias, e para algumas

bacterias este acido tem efeito antebacteriano.

Interacio incial entre planta e PGPR

Estudos com Pseudomonas fluorescens foram capazes de indicar a sequéncia de eventos
que ocorrem na interacao 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 (ndo interage quimicamente com as substancias liberadas na interagdo planta
bactéria e ndo se altera com intervencdes fisicas como alteragdo de temperatura e pH) em volta

das células bacterianas proximo a raiz, e por sua vez as raizes liberam os exsudados radiculares
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0 que auxilia na formagdo de um biofilme (envoltério de agucares produzido pela propria
bactéria). Estudos relatam que aproximadamente entre 5 a 21% de carbono interno (C7) fixado
nas folhas ¢ transportado para as raizes e liberados na rizosfera através da exsudagao radicular
(Marschner, 1995).

Os exsudados radiculares exercem atracdo das bactérias para as raizes, ap0s esta etapa
ocorre a fixacdo bacteriana na epiderme das raizes, e em seguida a penetragdo e colonizagdo ao
longo da raiz (Mazzucchi, 1983). Estes processos culminam na formagdo do quorum sense, que
sdo agregacdes de microcolonias bacterianas nas jungdes das paredes adjacentes epidérmicas,
deste modo essas areas sdo sugeridas como locais preferenciais de penetragdo e posterior
replicagdo. O processo de penetracdo inicia com hidrolizacdo de pequenas areas da parede
celular por acdo enzimadtica (celulases), que sdo produzidas pelas bactérias para enfraquecer
localmente ou afrouxar a parede celular da epiderme, facilitando assim, a disseminacdo das
bactérias nos tecidos da raiz (Campbell et al., 1987).

As caracteristicas que as bactérias necessitam para serem consideradas como
rizobactérias promotoras do crescimento das plantas (PGPR) sdo ser eficientes para colonizar
a superficie da raiz, deve sobreviver, multiplicar e competir com outros microorganismos da
microbiota, pelo menos durante o tempo necessario para expressar a atividade de promocgao de

crescimento e/ou protecdo das plantas (Kloepper, 1994).

Efeito de PGPR nas plantas

As PGPR estimulam o crescimento das plantas por diversos mecanismos, que incluem
a melhoria da transformacao e aquisi¢ao de nitrogénio, auxilia na mineralizagdo de foésforo,
estimula a producdo de fitohormdnios, alguns géneros podem ter sinergismo com outras
interagdes bactéria-planta, e mitigacdo de danos ocasionados por estresses em plantas (Kurepin

etal., 2015; Rashid et al., 2016; Vimal et al., 2016; Bell et al., 2015) (Quadro 1), essa promogao
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de crescimento pode ocorrer de forma direta (induzindo alteragdes fisiologicas, bioquimicas,

molecularer e morfo-anatomicas) ou indireta (através de inducao de resisténcia a estresse) deste

modo os promotores de crescimento também podem proteger plantas através do controle de

fitopatogenos no solo e nas sementes, inducdo de resisténcia sistémicas e producdo de

compostos volateis que podem inibir o crescimento de micrébios deletérios nos tecidos vegetais

(Jain et al., 2013; Bach et al., 2016). Alguns destes efeitos foram identificados nos estudos de

plantas de arroz com Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-

32113 (Filippi 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 e

Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) em estudos de promocao de crescimento em plantas e

indutog¢do de resisténcia a patdégeno de plantas arroz de terras altas nos estados do Para e Goias.

Rizobactérias

Tracos de indutores de crescimento e resisténcias

Referéncias

P. fluorescens

B. pyrrocinia

Producao de sideréforo

Supressdo da brusone (Magnaporthe oryzae)
Atividade peroxidasse

Atividade quitinase

Atividade b-1,3-glucanase

(Filippi et al., 2011)

Incremento de comprimento e biomassa nas plantas
Compostos fendlicos totais
Flavonoides

Mondmeros de lignina

(Régo et al., 2014)

Aumento na atividade celulase

Aumentos nas concentra¢des de N, K, Ca

(Nascente et al., 2016)

P. fluorescens

Supressao da escaldadura (Monographella albescens)
Aumento na concentracdo de Silicio nas folhas
Aumento nas concentracdes de Fe e Mn

Solubilizador de fosfato

(Bueno et al., 2017)

(Nascente et al., 2016)

B. pyrrocinia

Acido indolacético (AIA)

(Nascente et al., 2016)
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Plantas sobre estresses bioticos com PGPR

Em geral a competi¢ao por nutrientes, exclusao de nichos por alteracdo do ambiente o
tornando desfavordvel a patogenos, resisténcia e producdo de metabdlitos antifingicos sao
modos de atividade de controle biologico induzidos pelas PGPR Muitas rizobactérias tém sido
relatadas como produtoras de metabdlitos antifingicos como, HCN, fenazinas, pirrolnitrina,
2,4-diacetilfloroglucinol, pioluteorina, viscosinamida e tensin (Lugtenberg e Kamilova, 2009;
Glick, 2012). Essa interacao de algumas rizobactérias com as raizes das plantas pode resultar
em resisténcia contra algumas bactérias patogénicas, fungos e virus. Este fendmeno ¢ chamado
de resisténcia sistémica induzida (ISR) (Lugtenberg e Kamilova, 2009).

Dentre as enfermidades que mais acometem a cultura do arroz no Brasil temos a brusone
e a escaldadura. A brusone ¢ causada por Magnaporthe oryzae B. Couch [Pyricularia Grisea
(Cooke) Sacc.] sendo a doenga mais destrutiva em todo o mundo, e jd 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), e a escaldadura nas folhas ¢ causada pelo fungo necrotrofico
Monographella Albescens (= Rhynchosporium oryzae) € ocorre em varias partes do mundo
onde o arroz ¢ cultivado, no Brasil a doenca ¢ mais severa no norte do pais (Kimati et al., 2011;

Bueno et al., 2017).

Plantas sobre danos abioticos com PGPR

As rizobacterias podem contribuir para estabilidade ambiental pela producdo de
exopolimeros (EPS), na agregacdo do solos que aderem as raizes sob diferentes tensdes
ambientais (Nunkaew et al., 2015). O EPS microbiano liga as particulas do solo e auxiliam na
manuten¢do de micro e macroagregados juntamente com hifas fingicas e assim estabiliza os
solos resultando em aumento da disponibilidade de agua e fertilizantes (Upadhyay et al., 2011,

Sandhya et al., 2009), outro problema comum no solo ¢ o acumulo de compostos que causam
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menor crescimento e perda de produtividade, como herbicidas, pesticidas e compostos
organicos, aleloquimicos, presentes no solo devido a intensas atividades agricolas. Um passo
chave durante a remediacdo com rizobacterias consiste na selecdo de rizobactérias degradantes
de poluentes que vivem na rizosfera e que utilizam os exsudados radiculares como fonte de
energia para manutenc¢do da atividade (Kuiper et al., 2001). Essas bactérias, além de degradar
os compostos poluentes, freqiientemente auxiliam diretamente na remediagdo produzindo
hormonios, fixando nitrogénio atmosférico, solubilizando fosfato ou secretando sider6foros ou
memo na modulacdo de genes (Denton 2007, Rahman et al., 2002). Deste modo muitos estudos
sdo necessarios para elucidar a habilidade da Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e

Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 em mitigar estes danos abidticos.
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Resumo

Os danos ao crescimento causado pelos veranicos agravam o problema de déficit
hidrico. O arroz (Oryza sativa L.) cultivado em sistema irrigado apresenta alta demanda hidrica,
0 objetivo foi avaliar o comportamento de plantas de arroz através das alteragdes agronomicas
e morfoldgicas induzidas por PGPR sob diferentes laminas de dgua no solo (LAS) induzidas
por PGPR (Burkholderia pyrrocinia - BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111).
Em LAS de 100%, 70%, 50% e 30% da capacidade de campo (CC). Ensaio 1: As PGPR foram
submetidas aos estresses abidticos de: temperatura (30, 35 e 40 °C), salinidade (0.5 % e 7.5%)
e déficit hidrico abrupto (0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0 e -1.2 Mpa) simulado por PEG com 10
repeticdes e avaliado o crescimento. Ensaio 2: E as plantas de arroz inoculadas com: BRM-
32111, BRM-32113 e controle, submetidas ao LAS de: 100, 70, 50 e 30 % da capacidade de
campo, com trés vasos por tratamento e cinco plantas por vaso. Foram avaliados: agua
evapotranspirada e Potencial hidrico (yam), biomassa, comprimento da planta, area foliar, teor
relativo de clorofila (SPAD), biomassa e comprimento da raiz. As PGPR foram tolerantes aos
estresses abioticos de: salinidade (80%), temperatura (96%) e seca (96%), as plantas atingiram
a LAS critica de até 63 % da capacidade de campo, as plantas com BRM-32111 tiveram os
efeitos do déficit hidrico mitigados com maior biomassa, teor relativo de clorofila, biomassa
30% e comprimento da raiz 88% em LAS de 30% de CC quando comparados a plantas controle

em cada LAS. As PGPR induzem tolerancia a déficit hidrico nas plantas.

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

hidrico.
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Introducio

O arroz (Oryza sativa L.) € segundo cereal mais consumido no mundo, com produgao
mundial de 488,4 toneladas na safra de 2012, os paises asiaticos sdo os maiores produtores de
arroz do mundo, seguido pela América Latina, particularmente o Brasil, onde o arroz ¢ um item
da alimentacdo basica (Souza, et al. 2015). No mundo, o arroz ¢ uma cultura semeada, em
maioria, em areas inundadas, e no Brasil, 31 % da area cultivada ¢ em terras altas, que requer
menor uso de 4gua do semeio a colheita. Entretanto, os veranicos que podem ocorrer durante o
desenvolvimento da cultura, limitam a produtividade das cultivares que s3o sensiveis a
deficiéncia hidrica.

Para o arroz de terras altas, a seca € 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, redu¢do do crescimento com a diminuicao da area foliar, altura da
planta, biomassa, atraso no desenvolvimento reprodutivo, produtividade e na incidéncia de
brusone (Bonhomme et al., 2012; Qian et al., 2004, Asch et al., 2005).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) sdo benéficas e
possuem a capacidade de promover o crescimento de plantas por atuarem como bioestimulantes
ou indutores de resisténcia a doencas (Niranjan et al., 2003), evidenciado em pesquisas com
isolados de Paenibacillus polymyxa e Pseudomonas thivervalensis em plantas de Arabidopsis,
Pseudomonas chlororaphis e Bacillus subtilis em plantas de pepino (Cucumber), e
Pseudomonas fluorescens em Medicago trunculata (Van Lonn 2007).

As PGPR (Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) e Pseudomonas fluorescens (BRM-
32111)) induzem resisténcia sistémica a brusone (Magnaporthe oryzae) (Filippi et al., 20111),
e promovem alteracdes anatomicas como aumento do didmetro da raiz e do cilindro vascular,

nimero de feixes vasculares, espessura da exoderme, endoderme, cortex e area de lacunas de
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aerénquima em plantas de arroz de terras altas sem estresses bioticos ou abiodticos (Régo et al.,
2014).

Deste modo a hipdtese neste estudo ¢ que as alteragdes no sistema radicular, induzidas
por PGPR [B. pyrrocinia (BRM-32113) e P. fluorescens (BRM-32111)], favorecem a
tolerancia das plantas de arroz a seca. O objetivo foi avaliar o comportamento de plantas de
arroz através das alteragdes agrondmicas e morfologicas induzidas por PGPR sob diferentes
laminas de agua no solo (LAS) induzidas por PGPR (B. pyrrocinia - BRM-32113 e P.

fluorescens BRM-32111).

Material e métodos

No primeiro ensaio as PGPR (Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) e Burkholderia
pyrrocinia (BRM-32113)) foram testadas quanto a tolerdncia a estresses abidticos de
salinidade, temperatura e pressao osmotica. Enseguida foi feito teste de indicagdo de formagao
de biofilme.

O segundo ensaio foi feito com plantas inoculadas e ndo inoculas e submetidas a

diferentes laminas de 4gua no solo onde se avaliou as altera¢des agrondmicas e morfoldgicas.

Tolerancia de Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-
32113) aos estresses abidticos multiplos e formacao de biofilme

Foram utilizados dois isolados de PGPR: P. fluorescens (BRM-3211) e B. pyrrocinia
(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 sddio [0,5 %], fosfato dipotassico
[0,25 %], agua destilada (100 mL), e incubados a 28 °C, sob agitagdo em 115 rpm por 6 h. Em
seguida, as suspensdes de bactérias foram ajustadas a 2 X 10° UFC.mL! e utilizadas como

indculo inicial (Kumar et al., 2014).
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Salinidade e Temperatura

Foram conduzidos dois ensaios, ambos em delineamento inteiramente casualizado, com
duas PGPR, P. fluorescens (BRM-32111) e B. pyrrocinia (BRM-32113), trés temperaturas
(30°, 35° ¢ 40 °C) e duas concentragdes de cloreto de sodio (NaCl) (0.5 e 7.5 %), em meio de
cultura TBS. Cada ensaio foi composto por 10 repeticdes, com um tubo por repeticdo. 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
orbital a 115 rpm, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C. Em seguida foi avaliada a densidade
optica utilizando espectrofotdmetro (A = 600 nm = 0.01). As PGPR que foram consideradas
tolerantes a salinidade e a temperatura apresentaram densidade optica (DO) igual ou maior 0,1

(Kumar et al., 2014).

Deficiéncia hidrica induzida por polietilenoglicol (PEG-6000 PA)

Foram conduzidos dois ensaios, ambos em delineamento inteiramente casualizado, com
duas PGPR, P. fluorescens (BRM-32111) e B. pyrrocinia (BRM-32113), cultivadas em meio
liquido TBS com PEG — 6000, em sete concentragdes 0, 12, 18, 22, 26, 30 e 33 %, as quais
equivalem a niveis de potencial osmético (ys) 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 repeti¢oes,
com um tubo por repeti¢ao.

Nos tubos de ensaio contendo 10 mL de TBS e TBS com doses de 12, 18, 22, 26, 30 ¢
33 % de solugdo de PEG-6000 foi adicionada suspensio ajustada (A = 600 nm = 0.01) de cada
PGPR (1 mL), incubados por 48 hs em agitador orbital a 115 rpm, a 30 °C. Em seguida foi
avaliada a densidade 6ptica utilizando espectrofotdmetro (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).
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Formacio de Biofilme

A caracterizagdo das PGPR: P. fluorescens (BRM-32111) e B. pyrrocinia (BRM-
32113), de producao de biofilme foi feita em agar Congo Red (CRA), apos o cultivo das duas
PGPR, as placas foram incubadas por 48 h a 30 °C. A avaliagdo feita pela coloracdo das

coldnias, sendo consideradas positivas as com cor preta e quase pretas (Mathur, 2006).

Tolerancia a deficiéncia hidrica em plantas de arroz inoculadas com PGPR

Foram conduzidos dois ensaios em casa de vegetacdao onde as plantas foram mantidas a
uma temperatura de 29 & 2 °C durante o dia e 26 = 2 °C a noite com uma humidade relativa de
85 + 5%), ambos em delineamento inteiramente casualizado, com duas PGPR, e sementes da
cultivar de arroz de terras altas BRS Primavera. Sementes foram inoculadas com P. fluorescens
(BRM-3211) e B. pyrrocinia (BRM-3213) [DO = 0,1], e como controle foram usadas sementes
nao 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 e Potassio), 0.35 g de Uréia e 0.7 g de FTE (micronutrientes).
No estadio fenoldgico V3, as plantas foram submetidas a quatro ldminas de 4gua no solo (LAS):
100 % da capacidade de campo (CC) (tratamento referéncia), 70 % da CC, 50 % da CC e 30 %
da CC e mantidas até o estadio vegetativo V6 (Counce et al., 2000). Cada tratamento foi
composto por quatro repeticdes, sendo um vaso por repeticao contendo cinco plantas.

A quantidade de agua no vaso, para cada regime hidrico foi determinada através da
capacidade de campo (CC) do solo determinado por curva de retencdo de dgua pelo método
gravimétrico (Silveira et al., 2015; Mello et al., 2002). Esse processo foi estabelecido e
registrando a Massa maxima do Vaso (MVCC) (solo + 4gua). Com base em CC foi possivel

determinado a massa méaxima de dgua retida pelo solo foi considerado Massa de Agua de
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Referéncia (MAR), determinada pela diferenca entre a Massa do Vaso na CC (MVCC) e a
Massa do Vaso com Solo Seco (MVSS) (MAR = MVCC — MVSS) (Campos et al., 2004).
Apbs o inicio da restricdo hidrica, os vasos foram pesados diariamente, se obtendo a
Massa Diaria do Vaso (MDV) e, por consequéncia, a Massa Diéria de Agua (MDA). Esta foi
calculada pela diferenca entre a MDV e MVSS (MDA =MDV — MVSS) (Campos et al., 2004).
Os regimes hidricos pré-definidos, foram expressos como indice de deficiéncia hidrica (IDH) e
transformados em Lamina de agua no solo (%) para a manutenc¢ao do déficit hidrico e andlise
dos dados, a massa diaria de dgua foi determinado por meio da razdo entre a MDA e MAR
(IDH = MDA / MAR). Para os diferentes tratamentos, a Massa de Agua equivalente a cada
Restricdo Hidrica imposta (MA=ru) foi previamente calculada se multiplicando a MAR pelo
valor da Restricdo Hidrica pré-estabelecida (RH) (MARH = MAR x RH). A soma da MAr«e
da MVSS (MVRH = MARH + MVSS) foi feita para determinar a Massa do Vaso equivalente
a cada Restricdo Hidrica (MVru). Assim, no momento em que os vasos de um determinado
tratamento atingiam a MVRH, a mesma era mantida constante por meio da reposi¢do didria de
Agua Evapotranspirada (AE), calculada pela diferenca de Massa dos Vasos entre os dias i e i-
1 (AE = MVi-1 — MVj) este protocolo foi adaptado de (Silveira et al., 2015; Deus et al., 2015).
O déficit hidrico iniciou ao 11° dia apds semeadura (DAS) e mantido até o 28° DAS.
Em seguida, foram avaliados o potencial hidrico foliar antemanha (Wam) realizada no intervalo
de 5 a 6 horas da manha, em uma planta por vaso; contetido relativo de clorofila (SPAD), e feita
as avaliagdes morfologicas e agrondmicas de area foliar (cm?), largura da folha (cm) com
paquimetro digital , comprimento da parte aérea e da raiz (cm) com auxilio de régua e biomassa

da matéria seca da parte aérea e da raiz (g) com uso de balanga analitica, nas demais plantas.
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Analise estatistica

Os ensaios de tolerdncia das PGPR aos estresses abioticos (salinidade, temperatura e
deficiéncia hidrica) foram repetidos duas vezes, os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de média de Duncan
(p<0.05).

Os ensaios de tolerancia das plantas de arroz de terras altas a deficiéncia hidrica, apos
inoculagdo das sementes com P. fluorescens (BRM-32111) e B. pyrrocinia (BRM-32113), em
casa de vegetacdo, foram repetidos cinco vezes e os dados de potencial hidrico foliar antemanha
e taxa evapotranspiratdria foram avaliados por meio da anélise de regressdo, para escolha do
modelo mais adequado. Para comparacao das PGPR em cada LAS, os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de média
Duncan (p < 0.05) e erro padrao (p < 0.05), foi estimada a LAS necessaria para reduzir o
crescimento da biomassa seca da planta em 50% (LC 50%), adapatado de (Castro, et al., 2016).

Foram avaliados os valores criticos para os demais parametros de crescimento da planta.

Resultados e Discussao

Tolerancia de Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-
32113) aos estresses abioticos multiplos e formacao de biofilme

As PGPR P. fluorescens (BRM-32111) e B. pyrrocinia (BRM-32113) apresentaram o maior
crescimento a 30 °C e na auséncia de NaCl. Entretanto, na presenca do estresse de alta
temperatura (40 °C) e de salinidade (presenca de NaCl [7.5 %] no meio de cultura), somente a
P. fluorescens foi considerada tolerante, porque apresentou densidade optica (DO) maior que
0,1 A (Figuras 1A e 1B). Em relagdo a tolerancia das PGPR P. fluorescens e B. pyrrocinia,
crescidas em meio contendo baixa disponibilidade hidrica (presenca de PEG-6000), somente a

P. fluorescens foi tolerante a deficiéncia hidrica, pois a rizobactéria apresentou crescimento
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adequado em meio contendo até 30 % de PEG-6000 (s igual a -1.0 MPa) (Figura 1C). A P.
fluorescens promoveu a formagao de biofilme (Figura 1D). No entanto, as duas PGPR aos 30°C,
com 0.5 % de NaCl, e 0 % de PEG, diferiram em DO quando submetida as temperaturas de 35°

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

Tolerancia a deficiéncia hidrica em plantas de arroz inoculadas com PGPR

As plantas controles cujas sementes ndo foram ndo microbiolizadas, exibiram curvas
lineares para os parametros potencial hidrico foliar antemanha (ya.m) € agua evapotranspirada
(AE) (mL) (Figura 2 A-B). No entanto, em plantas de arroz inoculadas com P. fluorescens ¢ B.
pyrrocinia as curvas foram polinomiais para agua evapotranspirada e para potencial hidrico
foliar antemanha inoculada com B. pyrrocinia (Figura 2 C-D).

Em LC 50% as plantas de arroz nao inoculadas (controle), B. pyrrocinia e P.
fluorescens, tem biomassa critica da planta (g) de 0.062, 0.057 ¢ 0.064 (Figura 2A) em LAS
critica (%) que correspondeu a 62, 63 e 62, que resultou em potencial hidrico critico (Wam)
(MPa) de -1.51,-1.50 ¢ -1.28 (Figura 2C), ao volume de AFE critico (mL) de 12, 11 e 12 (Figura
2E), area foliar critica (cm?) de 18, 21 e 20 (Figura 3A), conteudo relativo de clorofila critico
(SPAD) de 21, 24 ¢ 27 (Figura 3C), comprimento da planta critico (cm) de 45, 49 e 47 (Figura
4A), largura da folha 0.51, 0.53 e 0.44 (Figura 4C), biomassa radicular (g) 0.042, 0.045 ¢ 0.042
(Figura 5A), e comprimento radicular (cm) 8.6, 9.4 e 8.6 (Figura 5C), respectivamente.

As plantas inoculadas com PGPR quando comparado ao controle diferiram quanto: ao
potencial hidrico (yWam) € 0 comprimento das plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de
50 e 30 % da CC (Figura 2D — 4B), AE e biomassa radicular das plantas inoculadas com P.
fluorescens e B. pyrrocinia em LAS de 30 % da CC (Figura 2E — 5B), a area foliar e
comprimento radicular das plantas inoculadas com B. pyrrocinia em LAS em 30 % da CC

(Figura 3B — 5D).
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A espécie Oryza sativa ¢ de ambiente semi-aquatico e foi adaptada em terras altas por
selecdo no melhoramento genético. Em plantio de terras altas, a produtividade do arroz ¢
limitada pelo déficit hidrico e por doengas como a brusone (Bonhomme et al., 2012). A falta de
agua no estadio inicial de desenvolvimento da planta reduz a expansao do sistema radicular nas
camadas mais profundas do perfil do solo, a explora¢do da umidade e da fertilidade. O déficit
hidrico também induz a reducdo da area foliar, o que estéd associada a redug¢do no tamanho das
folhas ou no nimero de folhas emitidas, que alteram a interceptagdo da radiagdo solar e poderao
resultar em menor produtividade.

As PGPR (B. pyrrocinia e P. fluorescens) foram anteriormente registradas como
promotoras do crescimento e supressoras de brusone em arroz (Filippi et al., 2011) e como
indutoras de alteragdes estruturais nas raizes de plantas de arroz, promovendo aumento no
comprimento, didmetro e nimero de vasos condutores (Régo et al., 2014). E neste estudo as
PGPR, quando presentes durante o 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 - 6). A tolerancia das plantas de arroz ao
deficit hidrico, induzidas por P. fluorescens e B. pyrrocinia, pode estar relacionada com a
capacidade de resistirem ao aumento da: temperatura, concentragdo de sal e pressdo osmotica
(Figure 1 A-B-C). Essas caracteristicas das PGPR, podem permitir a sobrevivencia em
condi¢des adversas pode ser atribuida a composi¢do da parede celular e sua produgdo de
exopolisacarideos (EPS). EPS sao polimeros de compostos hidratados e compdem em torno de
97 % da 4gua na matriz da parede celular, conferindo protecdo contra a dessecagdao. O EPS
também compoem o biofilme, que é produzido pela PGPR P. fluorescens, componente que atua
na agregacdo microbiana e na protecdo contra danos fisicos e quimicos a célula bacteriana
(Bhaskar e Bhosle, 2005; Sandhya et al., 2009). A producao de biofilme ja foi registrada em

Serratia sp. GSD2 e correlacionada ao crescimento da bacteira em meio de cultura com elevada
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salinidade, em condi¢des de alta temperatura, resultando também no incremento de enzimas
extracelulares (amilase, protease e lipase) (Hall-Stoodley et al., 2004).

A taxa média de sobrevivencia das PGPR: B. pyrrocinia e P. fluorescens, submetidas
aos estresses abioticos foi de 80 % em meio NaCl [7.5 %], 96 % em temperatura média (35° e
40°C) e 96 % na pressdo osmotica (-1.2 MPa), evidenciando que mesmo sob condigdes
adversas, o crescimento das PGPR foi mantido, podendo agir como fatores indutores de
tolerancia 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. e Pseudomona ssp., sobreviveram em até -0.036 MPa induzido por PEG
(Timmusk e Wagner, 1999). Deste modo, evidenciando a eficiéncia de sobrevivéncia em
condi¢cdes de déficit hidrico.

Em plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de 50 ¢ 30 % da CC o potencial
hidrico (yam) diferiram do controle em 33 % e 9 % respectivamente (Figura 2D), os valores de
potencial hidrico (yam) critico em LAS critica foi maior em plantas inoculadas com P.
Sfluorescens de -1.27 MPa e a PGPR P. fluorescens manteve o crescimento em pressao osmatica
de -1.2 MPa, enquanto que a dgua evapotranspirada (4E) ao final do déficit hidrico foi menor
em plantas inoculadas com B. pyrrocinia e P. fluorescens em LAS de 30% da CC com redugdo
na perda de dgua de 18% e 29%, respectivamente (Figura 2F).

A menor perda de agua observada em plantas inoculadas, em condi¢des de déficit
hidrico, pode estar relacionada a produ¢do de EPS pelas PGPR, que auxiliam na retencao de
agua e a estrutura do solo (Chenu e Roberson 1996; Roberson e Firestone 1992). Em plantas de
milho (Zea mays) e 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,
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oriundas de sementes inoculadas com as bactérias P. fluorescens AK1, P. aeruginosa AK2 e P.
aeruginosa AF3. Essas bactérias ao penetrarem nas células das raizes auxiliaram na fixagao de
nutrientes para as plantas, e aumentaram a producdo de EPS. Também foi reportado que
induziram menor perda de dgua pela planta, promoveram ganho em biomassa e area foliar
(Flemming e Wingender, 2001). Assim como observados em plantas de arroz inoculadas com
as PGPR (B. pyrrocinia e 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 area foliar diferiu
do controle em 20 % (Figura 3B), e com B. pyrrocinia em LAS de 70 % o conteudo relativo de
clorofila diferiu do controle em 17 % e plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS 70 % e
50% da CC diferiu do controle em 15 % e 48 % (Figura 3D). Em estudos com cultivar resistente
a déficit hidrico (N22), ocorreu a reducdo da area foliar total (24 %), em relacdo a plantas
irrigadas (Kadam et al., 2015). A redugdo de area foliar especifica foi fator determinante para
o aumento da utilizagdo eficiente da dgua sob estresse no trigo (7riticum aestivum), a redugao
de area foliar especifica ocorre em resposta ao estresse hidrico para conservar a 4gua e tem sido
documentada em diversas espécies (Kadam et al., 2015). Assim, ocorre indicativo de que os
microorganismos que atuam sobre a tolerancia das plantas em relacdo ao déficit hidrico
auxiliam no retardamento da perda de area fotossintética, devido promoverem a retengdo de
agua no solo e na planta. Em Hyoscyamusniger niger inoculado com P.putida e P.fluorescens
ocorreu a mitigacao dos efeitos do estresse hidrico sobre o crescimento da planta, da biomassa
e no teor de clorofila (Ghorbanpour et al., 2013). Deste modo os 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 % e 30 % da CC o
comprimento da planta de arroz diferiu do controle em 14 % e 15 % respectivamente (Figura

4B). O incremento da biomassa de plantas de arroz estd relacionado com a produgdo de
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fitormonios exogenos (Kang et al, 2014). Assim como identificado que as espécies
Burkholdera cepacia, Acinetobacter calcoaceticus, Promicromonospora sp. também
mitigaram os danos causados pelo déficit hidrico nas plantas, devido aos metabolitos secundério
produzidos nas plantas induzidos pelos microorganismos, incluindo os fitormonios, que durante
o crescimento das plantas estimulam produgao de giberelinas e auxina (Rakshapal et al., 2013;
Igbal & Ashraf2013). Em milho (Zea mays), inoculados com isolado de Pseudomonas spp. foi
verificado aumento da biomassa das plantas, e do teor relativo de 4gua nas folhas e redugdo da
perda de dgua na folha (Chen e Dai 1994). Esta reducao pode estar sendo estimulada pela acao
das PGPR nas plantas. Novas investiga¢des sdo necessarias para esclarecer as rotas metabolicas
das plantas inoculadas com PGPR ativas em condi¢des de déficit hidrico.

Em plantas inoculadas com P. fluorescens em LAS de 30 % da CC a biomassa radicular
diferiu do controle em 16 % (Figura 5B), e 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
ao estresse hidrico e inoculada com Pseudomonas spp. produtoras EPS (Alami et al., 2000).
Em plantas de arroz inoculadas com PGPR (B. pyrrocinia BRM-3213 e P. Fluorescens (BRM-
3211) ocorreu menor reducdo do comprimento da parte aérea e radicular, e area foliar quando
comparado a plantas controle.

A PGPR P. fluorescens podem ser inseridas no manejo integrado da cultura do arroz em
terras altas, pois reduz a severidade de doengas do arroz, agem como promotoras do crescimento
¢ aumentam a tolerancia das plantas a defici€ncia hidrica. Esse conjunto de atributos associados,
convergem para uma agricultura sustentavel, com reducao do uso de fertilizantes e agrotdxicos
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 diminui¢do de aplicagdes de fertilizantes quimicos, nos ajustes
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fitotécnicos para reduzir os efeitos da seca causadas pelos veranicos, que podem durar de seis
a dez dias, provocando perda na produtividade e crescimento das plantas, tornando assim, o

manejo na rizicultura mais sustentdvel e com menor impacto para o meio ambiente.

Conclusio

A PGPR P. fluorescens BRM-3211foi tolerante a temperatura de até 40 °C, salinidade de
7.5% e pressdo osmética de até -1.2 Mpa. E plantas inoculadas com as PGPR (B. pyrrocinia -
BRM-32113 e P. fluorescens BRM-32111) tiveram os danos amenizados através das alteragdes
agrondmicas e morfologicas sob diferentes laminas de dgua no solo (LAS), por meio da

amenizagdo da perda de biomassa, comprimento radicular, e manuten¢ao do potencial hidrico.

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
Fundacdode Pesquisas da Amazdnia (Fapesp) e Universidade Federal Rural da Amazodnia
(UFRA) pelo financiamento da pesquisa. A Agéncia Federal Brasileira de Apoio e Avaliagio

da Educacao Superior (CAPES) pela concessao de bolsas de estudos de doutorado.

43



Referéncias

Alami, Y.; Champolivier, L.; Merrien, A.; Heulin, T. 2000. The role of Rhizobium sp.
rhizobacterium that produces exopolysaccharide in the aggregation of the rhizospherical soil of
the sunflower: Effects on plant growth and resistance to hydric constraint. Oleagineux Corps
Gras Lipides 6: 524-528.

Araus, J.L.; Slafer, G.A.; Reynolds, M.P.; Royo, C. 2002. Plant breeding and drought in C3
cereals: what should we breed for?.Annals Botany 89: 925-940.

Asch, F. 2005. Drought-induced changes in rooting patterns and assimilate partitioning between
root and shoot in upland rice. Field Crops Research, Amsterdam 93: 223-236.

Bhaskar, P.V.; Bhosle, N. B. 2005.Microbial extracellular polymeric substances in marine
biogeochemical processes. Current Science 88: 45-53.

Bonhomme, L.; Valot, B.; Tardieu, F.; Zivy, M. 2012.Phosphoproteome dynamics upon
changes in plant water status reveal early events associated with rapid growth adjustment in
maize leaves. Molecular Cellular Proteomics 11: 957-972.

Burlyn e. Michel and merrill r. Kaufmann, 1972, the osmotic potential of polyethylene glycol
6000. Plant physiol. (1973) 51, 914-916.

Campos, H.; Cooper, M.; Habben, J. E.; Edmeades, G. O.; Schussler, J. R. 2004. Improving
drought tolerance in maize: a view from industry. Field Crops Research 90: 19 — 34.

Castro, G. L. S.; Lemos, O. F.; Tremacoldi, C. R.; Moraes, F. K. C.; Santos, L. R. R.; Pinheiro,
H. A. 2016, Susceptibility of in vitro black pepper plant to the filtrate from a Fusarium solani
f. sp. piperis culture. Plant Cell Tiss Organ Cult. Vol 126: 3 — 5.

Chen, J.; Dai, J.Y. 1994. Correlation among photosynthesis, lipid peroxidation and
ultrastructural changes of mesophyll cells in corn leaves under water stress. Maize Sci. Chinese

2: 3640.

44



Chenu, C.; Roberson, E.B. 1996.Diffusion of glucose in microbial extracellular polysaccharide
as affected by water potential. Soil BiolBiochem 28: 877-884.

Counce, P. A; Keisling, T. C.; Mitchel, A. J. A. 2000. Uniform, objective, and adaptive system
for expressing rice development. Crop Science 40: 439 — 443,

Deus, K., E.; Lanna, A. C.; Abreu, F. R. M.; Silveira, R. D. D.; Pereira, W. J.; Brondani, C.;
Vianello, R. P. Molecular and biochemical characterization of superoxide dismutase (SOD) in
upland rice under drought. Australian Journal of Crop Science, 9(8):744 — 753, 2015.

Filippi, M.C.C.; Silva, G.B.; Silva-Lobo, V.L.; Cortes, M.V.C.B.; Moraes, A.J.G.; Prabhu, A.S.
2011. Leaf blast (Magnaportheoryzae) suppression and growth promotion by rhizobacteria on
aerobic rice in Brazil. Biological Control 58: 160—166.

Flemming, H.C.; Wingender, J. 2001. Relevance of microbial extracellular polymeric
substances (EPSs)-parts I: structural and ecological aspects. Water Science Technology 43: 1 —
8.

Ghorbanpour, M.; Hatami, M.; Khavazi, K. 2013. Role of plant growth promoting rhizobacteria
on antioxidant enzyme activities and tropane alkaloid production of Hyoscyamusnigerunder
water deficit stress. Turkish Journal of Biology.37: 350-360.

Hall-Stoodley, L.; Costerton, J.W.; Stoodley, P. 2004. Bacterial biofilms: from the Natural
environment to infectious diseases. Nature Review Microbiology 2: 95-108.

Igbal, M.; Ashraf, M. 2013.Gibberellic acid mediated induction of salt tolerance in wheat
plants: growth, ionic partitioning, photosynthesis, yield and hormonal homeostasis.
Environmental and Experimental Botany 86:76-85.

Kadam, N.; Yin, X.; Bindraban, P.; Struik, P.C.; Jagadish, K.S.V. 2015.Does morphological
and anatomical plasticity 1 during the vegetative stage make wheat more tolerant of water-

deficit stress than rice? Plant physiol. 167: 1389-1401.

45



Kang, S.M.; Waqas, M.; Khan, A.L.; Lee, [.J. 2014. Plant growth promoting rhizobacteria:
potential candidates for gibberellins production and crop growth promotion. Journal of Plant
Interactions 9: 1-19.

Kumar, G. P.; Ahmed, S. K.M.H.; Desai, S.; Amalraj, E.L.D.; Rasul, A. 2014. In vitro
Screening for abiotic stress tolerance in potent biocontrol and plant growth promoting strains
of Pseudomonas and Bacillus spp. International Journal of Bacteriology. 2014: 1 — 6.

Mathur, T.; Singhal, S.; Khan, S.; Upadhyay, D. J.; Fatma, T.; Rattan, A. 2006. Detection of
biofilm formation among the clinical isolates of staphylococci: an evaluation of three different
screening methods. Indian Journal of Medical Microbiology, 24 (1):25-9.

Pozo, M.J.; Azcon-Aguilar, C. 2007.Unravellingmycorrhiza induced resistance. Current
Opinion in Plant Biology 10:393-398.

Qian, X.; Shen, Q.; Xu, G.; Wang, J.; Zhou, M. 2004. Nitrogen forms effects on yield and
nitrogen uptake of rice crop grown in aerobic soil. Journal of Plant Nutrition 27: 1061-1076.
Rakshapal, S.; Sumit, K.S.; Rajendra, P.P.; Alok, K. 2013. Technology for improving essential
oil yield of Ocimumbeasilicum L. (sweet basil) by application of bioinoculant colonized seeds
under organic field conditions. Indian Crop Production 45:m335-342.

Régo, M.C.F.; Ilkiu-Borges, F., Filippi, M.C.C.; Gongalves, L. A; Silva, G.B. 2014.
Morphoanatomical and Biochemical Changes in the Roots of Rice Plants Induced by Plant
Growth-Promoting Microorganisms. Journal of Botany 2014: 1-10.

Roberson, E.B.; Firestone, M.K. 1992. Relationship between desiccation and
exopolysaccharide production in soil Pseudomona ssp. Applied Environmental Microbiology
58:1284-1291.

Sandhya, V.; Ali, S.K.Z.; Grover, M.; Reddy, G.; Venkateswarlu, B. 2010.Effect of plant
growth promoting Pseudomonas spp. on compatible solutes, antioxidant status and plant growth

of maize under drought stress. Plant Growth Regulation 62: 21-30.

46



Sandhya, V.; Ali, S.Z.; Grover, M.; Kishore, N.; Venkateswarlu, B. 2009.Pseudomonas sp.
strain P45 protects sunflowers seedlings from drought stress through improved soil structure.
Journal Oilseed Research 26: 600-601.

Silveira, R.D.D.; Abreu, F.R.M.; Mamidi, S.; McClean, P.E.; Vianello, R.P.; Lanna A.C;
Carneiro, N.P.; Brondani C. 2015. Expression of drought tolerance genes in tropical upland rice
cultivars (Oryza sativa). Genetics and Molecular Research 56: 1-20.

Souza, W.A.R.; Martines-Filho, J.G.; Zancan, C.; Costa, A.C.S.; Queiréz, A.G.A. 2015.
Analysis of the Economic Potential for a Mercosur Rice Futures Market. Society, Accounting
and Management 10: 70-87.

Timmusk, S.; Wagner, E.G.H. 1999. The plant-growth-promoting rhizobacterium
Paenibacillus polymyxa induces changes in Arabidopsis thaliana gene expression: a possible
connection between biotic and abiotic stress responses. Molecular Plant-Microbe Interactions
12: 951-959.

Van Loon, L. C. 2007. Plant responses to plant growth-promoting rhizobacteria. Eur J Plant

Pathol 119:; 243-254.

47



A a O BRM -32113 (NaCl 0.5 %) B 1,400 O BRM- 32111 (NaCl10.5 %)
0,800 T m BRM-32113 (NaCl 7.5 %) m BRM-32111 (NaCl 7.5 %)
EN a
1,200 T
0,700 1]
8 0,600 ] 1,000
8 0,500 S 0800 °
= a .
Ne) e} b
o 0,400 b o
B b 2 0,600
= 0,300 =
5 5 0,400
A 0,200 A c
0,200
0,100 . . ¢ c c
0,000 — 0,000 i -
30 35 40 30 35 40
Temperatura °C Temperatura °C
C 0250 D
.] BRM - 32111 O BRM -32113 a
a
5 0,200
e
P b
£ 0,150 be be
R b be
o C b
£ 0,100
R7) c
8 C C C
2 0,050 cd
d
0,000

-1,2 -1 -0,8 -06 -04 -02 0
Pressdo osmotica (MPa) BRM-32113 BRM-32111

Figura 1. Crescimento da PGPR (Pseudomonas fluorescens - BRM-32111 e Burkholderia
pyrrocinia BRM-32113) em condigdes de estresses abidtico de salinidade e temperatura (A-B),
pressdo osmotica (C) e teste de indicacdo para formacgdo de biofilme (D). ANOVA, teste de

Duncan (p < 0.05). Erro padrao (p < 0.05).
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evapotranspirada (E - F), em plantas de arroz de terras altas: controle (ndo inoculada) (¢) e

inoculadas com Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) (A) e Burkholderia pyrrocinia
(BRM-32113) (m), em laminas de agua no solo: 100, 70, 50 e 30 % da capacidade de campo.

Andlise de regressdao e ANOVA, teste de Duncan (p < 0.05). Erro padrao (p < 0.05).
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Figura 3. Area foliar (A - B) e conteudo relativo de clorofila (C - D), em plantas de arroz de
terras altas: controle (ndo inoculada) (¢) e inoculadas com Pseudomonas fluorescens (BRM-

32111) (A) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) (m), em laminas de 4gua no solo: 100, 70,
50 e 30 % da capacidade de campo. Analise de regressdo e ANOVA, teste de Duncan (p <

0.05). Erro padrao (p < 0.05).
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Figura 4. Comprimento da planta (A - B) e largura da folha (C - D), em plantas de arroz de

terras altas: controle (ndo inoculada) (¢) e inoculadas com Pseudomonas fluorescens (BRM-

32111) (A) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) (m), em laminas de agua no solo: 100, 70,

50 e 30 % da capacidade de campo. Analise de regressdo e ANOVA, teste de Duncan (p <

0.05). Erro padrao (p < 0.05).
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Figura 5. Biomassa radicular (A — B) e comprimento da raiz (C — D), em plantas de arroz de
terras altas: controle (ndo inoculada) (#) e inoculadas com Pseudomonas fluorescens (BRM-

32111) (A) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) (m), em laminas de agua no solo: 100, 70,
50 e 30 % da capacidade de campo. Andlise de regressdo e ANOVA, teste de Duncan (p <

0.05). Erro padrao (p < 0.05).
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Figura 6. Raizes de plantas de arroz aos 28 dias apds semeadura. Tratamento controle (A),
inoculada com Burkholderia pyrrocinia - BRM-32113 (B), Pseudomonas fluorescens BRM-
32111 (C), submetidas a laminas de dgua no solo de 100 % da capacidade de campo (1), 70%

da capacidade de campo (2), 50% da capacidade de campo (3), e 30% da capacidade de campo

(4).
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Resumo

A elevada demanda por grao de arroz e os problemas causados pelo déficit hidrico acarretados
pelas alteragdes climadticas, levou a necessidade de estudos de recursos que auxiliem na
mitigacdo dos danos causados pelo estresse. O objetivo deste estudo foi identificar as
modificagcdes anatomicas e fisiologicos em planta de arroz de terras altas inoculadas com
Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 que indiquem
o efeito mitigador dos danos causados pelo déficit hidrico. Foram utilizadas sementes do
cultivar BRS Primavera, inoculadas com BRM-32111, BRM-32113 e controle, em vaso, o
experimento foi em DIC, com seis tratamentos e sete repeti¢des, em casa de vegetagdo,
submetidos a 100% e 50% da capacidade de campo, e mantido até aos 28 dias. Foi avaliado
crescimento, fisiologia e anatomia. No teste de germinacdo foram semeadas 100 sementes por
tratamento, com quatro repeti¢do, as sementes foram inoculadas com BRM-32111, BRM-
32113 e controle, o solo foi umedecido com 4gua e solugdo com PEG-6000 PA, e avaliado o
indice de velocidade de germinagao (IVG) por cinco dias. Os tratamentos foram comparados
dentro da mesma lamina pelo teste de média. As sementes com BRM-32111 apresentaram
maior a germinagao, € as plantas tiveram menor redug¢ao no poténcial hidrica antemanha (Yam)
e com BRM 32113 diferiram do controle no IVG. As plantas inoculadas com BRM 32111 e
BRM-32113 tiveram menor redu¢do no didmetro radicular, nimero de poros de protoxilema,
espessura do cortex, nimero de poro estomdtico e aumento na densidade de estomatos, e
aumento em taxa de assimilagdo de carbono (A), relagdo carbono interno na folha e carbono
atmosférico (Ci / Ca), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo da rubisco
(A / Ci), maior acumulo de clorofila a e clorofila b, prolina e redug@o na concentragado de aldeido
maldnico (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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Introducio

O arroz (Oryza sativa L.), com um comportamento semiaquatico, o cultivo do arroz
consome cerca de 30% do total 4gua doce disponivel para as culturas agricolas em todo o
mundo, o que equivale a um consumo duas a trés vezes superior a outros cereais, como trigo e
milho (Peng et al., 2006). Devido a crescente preocupagdo com a escassez de agua, foram
desenvolvidas varias tecnologias de conservagdo da agua, tais como o cultivo de arroz de terras
altas, cujas cultivares tem menor produtividade, e as perdas sdo maiores quando ocorrem o
aumento da freqiiéncia de veranicos causados por fenomenos meterologicos como o El Nifio
(Bindraban et al., 2006; Costa, 2012).

O estresse hidrico nas plantas inibe a expansao das células do cortex, periciclo, cAmbio
e raio do parénquima, reducdo do niumero de células em todos os tecidos (Joyce et. al. 1983),
reducdo do conteudo de clorofila a e clorofila b, carotenoides (Kano-Nakata et al., 2011), taxa
de assimilacdo liquida de carbono (4), aumenta a taxa de transpiracdo (E£) e condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs) (Machado et al. 1996). No entanto, as plantas possuem
mecanismos para minimizar os efeitos danosos do déficit hidrico, deste modo, as plantas nesta
situacdo fecham os estdmatos, pois a maior parte da agua ¢é perdida através dos estomatos, que
¢ provavelmente, a forma mais eficiente para melhorar a tolerancia a seca (Jong Kukna, 2005).

O estresse hidrico no estadio vegetativo induz a reducdo da fotossintese devido a
reducdo na taxa de expansdo da folha, da atividade da rubisco, produ¢do de biomassa e volume
celular (Bota, et al., 2004). O acimulo de prolina, que atua no controle osmético em plantas
sobre deficit hidrico, contribui para a estabilizagdo das estruturas subcelulares (por exemplo
membranas e proteinas), elimina¢do de radicais livres ¢ manutengdo de NADP+ / NADPH
compativeis com o metabolismo (Hare e Cress, 1997; Ali et al., 1999; Ozturk e Demir, 2002;
Hsu et Al., 2003; Kavi Kishore et al., 2005). O que permite a mitigagdo dos danos causados

pelo deficit hidrico.
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As rizobactérias sdo organismos que podem atuar sobre o crescimento das plantas, que
estd relacionada com a sintese de substincias promotoras do crescimento (citocininas,
giberelinas e auxinas), a influéncia na nutri¢do mineral de plantas (solubilizadores de fosfato e
fixagdo biologicade nitrogénio) e na protecdo de plantas contra fitopatdogenos (Dardanellia, et
al. 2012). Os bioagentes (Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens
BRM-32111), selecionados previamente como promotoras de crescimento e indutoras de
resisténcia a brusone (Filippi, et al., 2011), induziram incremento radicular em biomassa,
comprimento, numero de elementos de vasos de metaxilema, polos de protoxilema, e didmetro
do cilindro vascular, em plantas sob condigdes ideias de crescimento (Régo et al., 2014). Deste
modo, a nossa hipdtese ¢ 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. O objetivou-se foi identificar as modificacdes anatdmicas e fisiologicos em
planta de arroz de terras altas inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-

32113 que indiquem o efeito mitigador dos danos causados pelo déficit hidrico.

Material e métodos

Microorganismos, material vegetal, e condi¢do de crescimento

As rizobactérias (Pseudomonas fluorescens-BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia-
BRM-32113), pertencem a cole¢do de microorganismos do Laboratorio de Protecao de Plantas
Universidade Federal Rural da Amazoénia (LPP / UFRA) e foram previamente selecionadas
como promotoras de crescimento e indutoras de resisténcia (Filippi et al., 2011; Régo et al.,
2014).

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

com P. fluorescens BRM-32111, B. pyrrocinia-BRM-32113, e controle (ndo inoculado). Foram
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semeadas dez sementes por vaso e desbaste ao 11° dia apds a germinagdo, para cinco plantas
por vaso, o experimento foi inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e sete repeticdes (vaso
com cinco plantas), as sementes foram semeadas em vasos contendo 700 g de solo (Latossolo
amarelo distr6fico) de Paragominas — Pa, e adubados com: 1,162 g de N-P-K (Nitrogénio,
Fosforo e Potassio), 0,350 g de Ureia, € 0,700 g de FTE (micronutrientes), por vaso, conduzido
em casa de vegetagdo e submetidos a duas laminas de agua no solo: 100 e 50 % da capacidade
de campo, iniciando a aplicag¢do do deficit hidrico no 11° dia apds a germinagdo e mantidas até
aos 28° dia apos germinagdo (Silveira et al., 2015; Campos et al., 2004; Mello et al., 2002;
Counce et al., 2000). O experimento foi repetido cinco vezes, para confirmacio do padrao de

comportamento das plantas.

Germinacdo

Foram semeadas 25 sementes por repeti¢do totalizando 100 sementes / tratamento, em
caixa plastica (11 x 11 x 3.5 cm), contendo 100 g de solo, as sementes foram previamente
inoculadas com P. fluorescens BRM-32111, B. pyrrocinia-BRM-32113 e controle, conforme
metodologia descritas por Filippi et al. (2011). O solo foi umedecido com 50 mL de agua
destilada estéril e solugdo com 33% de polietilenoglicol (PEG-6000 PA) que equivale ao déficit
hidrico de -1.2MPa (Michel & Kaufmann,1972). O indice de velocidade de germinacao (IVG)
foi avaliado por cinco dias apds semeio. O ensaio foi repetido duas vezes, por ter sido realizado

em ambiente com controle de temperatura e luminosidade.

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

bioquimicas.
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Anatomia de raizes e estomatos

Foram coletadas raizes de arroz e preparadas para estudo morfo-anatdmicos conforme
(Régo et al., 2014), e feita as avaliagdes de didmetro radicular (um) e do cilindro vascular (um),
espessura do cortex (um), e nimero de elementos de vasos de metaxilema e de polos de
protoxilema. A dimensdo dos estdmatos foi obtida através da area equivalente do elipsoide que
representa a area dos poros estomaticos (APE), pela seguinte formula: (r x Comprimento x
largura) / 4, de acordo com Minnocci et al. (1995) e Bartolini et al. (1997). A densidade
estomatica (estdbmato.mm2) (n = 20 repeti¢des) da face abaxial, de acordo com a metodologia
de Sack et al. (2003). Em lamina 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 trocas gasosas, com um sistema portatil de
fotossintese (LI-6400XT; LI-COR, Lincoln, NE). A taxa liquida de assimilagdo de CO; (4),
condutancia estomatica (gs) e transpiragdo (E), a relacdo da concentragdo intercelular de CO»
interno e atmosférico (Ci / Ca), estimada a eficiéncia do uso da dgua (EUA) pela relagdo (4 /
E), e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4 / Ci). Foram avaliados a uma concentragao de
CO2 400 pumol mol, 50% de umidade relativa, 28 °C de temperatura, 300 umol s'! o fluxo de ar

e uma densidade de fluxo de fotons de 1200 pmol (m?) 1s™!.

Pigmentos fotossintetizantes e osmorreguladores
Quantificagdo de pigmentos

Da terceira folha foram obtidos 15 mg de tecido foliar e maceradas em 240 uL. em EtOH
98 % e incubadas a 80 °C por 20 minutos. Em seguida foram centrifugadas a 4 °C em 14.000

rpm durante cinco minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e o pellet submetido a
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mais duas extragdes, em EtOH de 80% e 50%, respectivamente. Os sobrenadantes foram
coletados e 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 meio de
reacdo com 120 pL. de EtOH 98% e 40 pL do mix etilico. Foram submetidas a determinacao da
absorbancia, estimada em comprimento de onda (1) 645 nm e 665 nm. Com a absorbancia
obtidas, foi estimada as concentragdes de clorofilaa e b, a /b ¢ total através das formulas 1 ¢ 2,

posteriormente normalizado pela massa fresca de cada amostra.

(Féormula — 1) Clorofila a = 5.48 * Abs665 — 2.16 * Abs645

/N
o
o | =
0 |09
o
N——

(Féormula — 2) Clorofilab = 9.67 * Abs645 — 3.04 * Abs665 (p—)

Prolina

A extracdo foi realizada com 20 mg de matéria seca fina e homogénea, ¢ adicionado em
microtubos de 2000 pL, em seguida foi adicionado 2000 pL de H>O destilada estéril,
homogeneizada e colocado em banho-maria por 30 minutos a 100°C. Apds incubagdo as
amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos ¢ os sobrenadantes foram coletados e
obtido o extrato, para a determinagdo de prolina em microtubo, foi adicionado 400 pL de mix
de reacao (C2H40; puro, H3PO4 6M e CoHsO4 pura), 400 pL de acido acético a 100% e 400 pL.
de extrato, em seguida incubado a 100°C por 60 minutos. A reagdo foi paralisada com choque
térmico, e adicionado 800 pL de tolueno a 100 % com agitagdao por 30 segundo. As amostras
foram mantidas por 20 minutos a 28 °C, e leitura em espectrofotometro a 365 nm, os valores de
Prolina foram expressos em (LM de Prolina / 400 puL de extrato) calculado como definido por

Bates et al (1973).
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Determinagdo da concentragdo de aldeido malonico (MDA)

Foram macerados 80 mg de massa foliar fresca (MF) em nitrogénio liquido seguido de
homogeneizagdo em 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) (0.1% p/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e utilizado nas
determinagdes das concentragdes de MDA. Foram adicionados 500pL 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 reacdo foi
parada em banho de gelo por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 13.000g por 4 minutos.
A absorbancia da mistura da reacdo foi determinada a 532nm em espectrofotdmetro. Utilizou-
se para os célculos, o coeficiente de absortividade molar de 155 mM cm™! e os resultados foram

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

Andlise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos de tolerdncia ao estresse abidtico e em casa de
vegetacdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
dentro da mesma lamina de dgua no solo foram comparadas pelo teste de média Duncan (p <
0.05) em programa SPSS 21.0 e erro padrao (p < 0.05). Os dados obtidos do teste de

concentragdo de MDA foram submetidos ao teste t (p < 0.05) e erro padrao (p < 0.05).

Resultados

Germinagdo, Crescimento de plantas e potencial hidrico

A germinacdo de sementes de arroz somente foi afetada negativamente quando
submetidas ao déficit hidrico (com PEG). Entretanto, em relacdo ao controle, sementes
inoculadas com BRM 32111 apresentaram maior germinacdao das sementes em 61%, WYam em

32%, comprimento total em 26% e em 40% o aumento em biomassa total comparado a plantas
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controle (Fig. 1). Enquanto que, plantas com BRM 32113 diferiram do controle apenas para as
variaveis comprimento de plantas e biomassa total, em 21% e 64%, respectivamente. Plantas
inoculadas com as PGPR, submetidas ou ndo em condi¢des de déficit, tiveram aumento na

velocidade de germinagao.

Anatomia de estomatos e raizes

A P. fluorescens BRM-32111induziu modificagdes em todas as variaveis anatdmicas
das plantas sob déficit hidrico quando comparadas ao controle. As raizes apresentaram maior
didmetro radicular de 27%, 20% no cilindro vascular, 50% nos elementos de vaso do xilema,
25% nos poros de protoxilema, e 71% na espessura do cortex. As folhas obtiveram aumento da
densidade de estdmato de 56%, reducdo no comprimento do poro estomatico 22% e na area do
poro estomatica de 20% (Tabela 1; Fig. 2). Plantas com BRM 32113 induziram aumento de
35% o diametro radicular, 33% nos poros de protoxilema, 100% espessura do cortex, 52% na
densidade de estomatos e 10% na reducdo no comprimento do poro estomatico, quando

comparadas ao controle (Tabela 1; Fig. 2).

Trocas gasosas

Todas as plantas tiveram alteragdes nas trocas gasosas quando submetidas ao déficit
hidrico. Em relacdo a planta controle, plantas com BRM 32111 tiveram incremento em 128%
na taxa de assimilagdo liquida de carbono, 17% no Ci / Ca, 26% na taxa de transpiragdo (E),
75% na eficiéncia do uso da agua e 17% de eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4 / Ci).
Plantas com BRM 32113, aumentou taxa de assimilagdo liquida de carbono em 127%, (Ci/ Ca)
em 18%, taxa de transpiracdo (E) em 33%, condutincia estomatica ao vapor de dgua (gs) em

39% eficiéncia do uso da agua em 66%, e 18% eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4/Ci)

(Fig. 3).
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Pigmentos fotossintetizantes e osmorreguladores

Em relag@o ao controle, as plantas inoculadas com BRM 32111 tiveram aumento de
clorofila a de 6%, clorofila b 14%, prolina 47% e reducao em 47% de MDA. Quando inoculadas
com BRM 32113, as plantas tiveram aumento na clorofila a de 7%, clorofila b 23%, relagao

clorofila a/b 15%, clorofila total 10% e em 36% em MDA (Fig. 4).

Discussao

Germinagdo, Crescimento de plantas e potencial hidrico

O presente estudo demonstrou a a¢do positiva de PGPR BRM 32111 como regulador e
indutor de tolerancia a seca, atuando na promog¢do do crescimento, bem como o alivio do
estresse ao déficit hidrico nas plantas de arroz. A germina¢do ¢ um dos estagios mais criticos
do ciclo de desenvolvimento de culturas que ¢ conhecido por ser afetado pelo estresse hidrico
(Sleimi et al., 2013). Nas sementes com PEG inoculadas com BRM-32111 ocorreu maior
germinagdo e IVG (Fig. B; Fig. F), e com déficit hidrico induziu a menor redu¢do no poténcial
hidrico antemanha (Wam) (Fig. 1F). Estudos demonstraram que as rizobactérias mediam a
biossintese de reguladores de crescimento de plantas incluindo auxinas, giberelinas e citocinina.
As auxinas atuam na divisdo celular e diferenciacdo de células e tecidos de plantas, além de
estimular a germinagdo, aumento da taxa de desenvolvimento radicular de raizes laterais e
raizes adventicias (Gamalero e Glick, 2011). A giberelina atua na sintese de enzimas
hidroliticas durante a germinagdo que degradam as reservas cotiledonares e que auxiliam no
crescimento de embrido e plantula (Taiz e Zeiger, 2010). Em condi¢des de déficit hidrico os
géneros Azospirillum, Bacillus, Burkholderia e Pseudomonas sao amplamente relatados por sua
capacidade de aumentar a taxa de germinagdo ¢ o IVG em gramineas e cereais (Lucy et al.,
2004; Kaymak, 2011; Sivasakthivelan e Saranraj, 2013), assim como no presente estudo, as

PGPR (BRM 32111 e BRM 32113) podem ter acelerado a modulagao da sintese de reguladores
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de crescimento e auxiliam desde o inicio do processo germinativo nas sementes de arroz,
mesmo em condi¢ao de déficit hidrico.

A privagdo de dgua nas plantas estd intimamente relacionada com o a reducdo no
desempenho do crescimento vegetativo (Tardieu et al., 2011; Vile et al., 2012). O que nao
ocorreu em plantas inoculadas com as PGPR (BRM-32111 e BRM-32113) que tiveram
aumento no comprimento (Fig. 1D), e 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
e Glick, 1996; Vessey, 2003). Em plantas de Phaseolus vulgaris L. submetidas ao deficit hidrico
e inoculadas com P. fluorescens ocorreu maior acimulo 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 e BRM 32113) podem estar atuando na modulagao
hormonal, o que auxiliaria na mitigagcdo dos danos ao crescimento da planta. A menor reducao
no potencial hidrico antemanhd (Yam) em plantas com PGPR estimulou a manutencdo do
crescimento das raizes e folhas das plantas de arroz, como foi verificado por (Seyed et al, 2012).

Deste modo, alterando a plasticidade fenotipica para manter ou aumentar o potencial hidrico.

Anatomia de estomatos e raizes

O estresse pela seca ¢ percebido e respondido principalmente pelas raizes e a expansao
no sistema radicular ¢ uma ferramenta de gerenciamento de estresse auxiliando na manutengao
do crescimento, a absorcao de nutrientes do solo e aumento na condutividade hidraulica da raiz,
através do aumento de comprimento e nimero de pélos radiculares (Lopes et al., 2011;
Miyahara et al., 2011), anatomicamente a seca induz a redu¢do do diametro radicular e cilindro

vascular (Uga et al., 2008). No entanto nas raizes das plantas inoculadas com BRM-32111 e
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BRM-32113 o gerenciamento de resposta ao estresse ocorreu através do aumento do diametro
radicular, nimero de poro de protoxilema e espessura do cortex.

Houve aumento no cilindro vascular em plantas com BRM-32111 (Tabela 1; Fig 2), o
que pode ser devido ao estimulo das barreiras pré-existentes nas plantas como a presenca de
esclerénquima que ¢ mais suberizada do que a exoderme e que consiste em células firmemente
embaladas de menor didmetro do que outras células da raiz (Comer et al., 1998). A expressao
de aquaporina por raizes de arroz estressadas pela seca, tem sido diretamente relacionada a
condutividade hidraulica na cultura sobre seca (Sakurai et al., 2005; Lian et al., 2006).

Todas as alteragdes podem ter promovido a manuten¢do do potencial hidrico e
manuten¢do de concentragdes adequadas de solutos no citosol e matriz celular que resulta no
desenvolvimento celular e na manutengdo do crescimento, através das alteragdes anatomicas
radiculares que auxiliam na absorcao e transporte de nutriente e 4gua, quando essas adaptagdes
ndo ocorrem estes efeitos sdo contrarios (Seyed et al., 2012), e culminam na alteragdo da
elasticidade da parede celular da planta com a perturbagdo da homeostase e distribuigdo idnica
na célula, com o comprometimento da sintese de novas proteinas e mRNAs associada a resposta
a seca (Seyed et al., 2012). Nas etapas seguintes ocorre o acumulo de acido abscisico (ABA) e
osmolitos como a prolina e a perda de vigor e murcha, que pode elevar a producao de especies
reativas de oxigénio (ROS), e formagdo de compostos de remogao de radicais (ascorbato e
glutationa) (Seyed et al., 2012).

As plantas mais adaptadas ao deficit hidrico possuem um ntimero maior de estomatos
por unidade de area (Merkulov et al. 1997, Gratani 2013), essas altera¢des anatdmicas
ocorreram em plantas de arroz inoculadas com BRM-32111 e BRM-32113 (Tabela 1; Fig 2).
Os estomatos da folha sdo considerados porta que controla a troca de CO; que atua como
substrato fotossintético no espago intercelular (Boyer et al., 1997; Buckley, 2005), e em

condicdes de estresse hidrico induz na planta ao fechamento estomatico para reduzir a perda de
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dgua através da taxa de transpiragdo (E) o que estimula a redu¢do na absor¢ao de CO» que pode
culminar na reducdo da fotossintese (Jong Kuk Na, 2005; Terashima et al, 2001). Plantas de
feijao (Phaseolus vulgaris) foram inoculadas com Paenibacillus polymyxa e Rhizobium tropici
e submetidas a deficit hidrico resultaram em mudangas na regulacdo das trocas gasosas e foi a
atribuido a reducdo do contetido e biossintese de ABA que permitiram a abertura estomatica e
aumento na taxa de assimilagdo liquida de CO> (A).

Em estudos com a PGPR com Pseudomonas syringae mostraram que sdo capazes de
produzir uma substancia chamada coronatina, que ¢ responsavel pela inibi¢ao da sinalizacdo de
ABA (Figueiredo et al., 2008, Melotto et al., 2006). Apesar da reducdo do poro estomatico, o
aumento na densidade de estomatos nas plantas inoculadas com BRM-32111, pode ter
influenciado diretamente na traspiracdo afetando o turgor das celulas e manutencdo do
potencial, o que pode ter influenciado no aumento da taxa fotossintética e eficiéncia do uso da

agua (EUA).

Trocas gasosas

A sinalizagdo entre raiz-folha causada pela seca, ¢ provocada pela seca do solo através
do fluxo de transpirac¢do, resultando no fechamento estomatico (Anjum et al., 2011), a
concentragdes mais elevadas de ABA nas folhas de plantas inoculadas pode explicar a menor
taxa de transpiragdo resultante do fechamento estomatico. Algumas bactérias t€ém a capacidade
de modular as trocas gasosas e o metabolismo ABA (Zhang et al., 2008), é provavel que o
aumento na densidade de estomatos em plantas com BRM-32111 e BRM-32113 tenha induzido
0 aumento na taxa de assimilagdo liquida de carbono (4) em relacao a plantas controle (Tabela
1; Fig. 3A), esse aumento na 4 também ocorreu em plantas inoculadas com Bacillus subtilis e
foi associado a diminuigdo das concentragdes de ABA em planta em plantas de A. thaliana, e

em plantas de videiras inoculadas com Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., € Bacillus sp.
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(Zhang et al. 2008; Rolli et al., 2014). Esse aumento em 4, esta diretamente relacionado com o
aumento na razdo Ci/ Ca (Fig. 3B), plantas nestas condi¢des apresentam limita¢des estomaticas
que influenciaram na fotossintese, pela diminuicao da disponibilidade de CO2 no mesofilo e
sitios de carboxilagdo (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 e mantendo
seu potencial como promotor de crescimento, melhorando a disponibilidade de [CO:], o que
influenciou na transpiragdo e condutancia estomatica.

Os microorganismos benéficos podem ter a capacidade de diminuir a resisténcia do
estdomato influenciando na troca gasosa através do aumento do fluxo de transpiracdo, quando a
resisténcia estomatica baixa e induz o aumento de gs e E (Subramanian et al., 1995), assim
como ocorreu nas plantas de arroz inoculadas com BRM-32111 ¢ BRM-32113 (Fig.3C;
Fig.3D), em plantas inoculadas com micorrizas arbusculares (AM) a condutancia estomatica
foi significativamente maior (25%), e em plantas de milho tratadas com uma mistura de micro-
organismos houve aumento a taxa de transpiracao (E) (Liu et al., 2005, Zoppellari et al., 2014).
Estes estudos identificaram que as plantas com microorganismos benéficos sao capazes de abrir
os estdmatos por mais tempo, além de induzir as modificagdes anatomicas de redugdo de
tamanho ¢ aumento de nimero de estdmatos por unidade de area, o que ¢ facilitado devido a
plasticidade fenotipica nas plantas como resposta de adaptagcdo para aumentar a tolerancia ao
déficit hidrico (Liu et al., 2005; Wang et al., 2012),

A regulacdo da eficiéncia de carboxilacdo da rubisco (A / Ci ) estd fortemente ligada a
irradiancia, ao nitrogénio e a eficiéncia de uso da dgua (Ainsworth & Long 2005; Leakey et al.
2009), em plantas de arroz com BRM-32111 e BRM-32113 ocorreu aumento em A / Cie WUE
(Fig. 3F). Esse comportamento pode ser devido a manutengao da atividade rubisco que catalisa
a carboxilacdo de ribulose-1,5-Bisfosfato (RuBP), permitindo a assimilacdo liquida de CO», as

PGPR podem influenciar o EUA nas plantas através do incremento radicular em plantas em
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condi¢des de seca, assim em plantas inoculadas com Phyllobacterium brassicacearum ocorreu
o maior acumulo de biomassa e modificagdes da arquitetura da raiz, deste modo a presenca de
bactérias pode ter aumentado a capacidade de absor¢do de agua, aumento do comprimento da
raiz lateral e a densidade e comprimento dos pélos radiculares (Mantelin et al., 2006; Kechid et
al., 2013; Galland et al., 2012). Em plantas com BRM-32111 e BRM-32113, provavelmente o
aumento de A, influenciou diretamente a A / Ci e resultou em aumento na EUA, estes resultados
indicam que a sinalizagdo raiz - folha impulsionado pela seca, ¢ induzido pelo deficit hidrico
através do fluxo de transpirag¢do (solo-planta-atmosfera), resultando em alteragdes nas trocas
gasosas que foram influenciados pela interagdo solo — planta — PGPR, mitigando danos no

aparato fotossistetico.

Pigmentos fotossintetizantes e osmorreguladores

A diminui¢do do teor de clorofila sob estresse ¢ considerado um sintoma tipico de
estresse oxidativo e pode ser o resultado de foto-oxidacao de pigmento e degradacao da clorofila
(Rahman et al., 2002). No entanto as plantas inoculadas com BRM-32111 e BRM-32113 sob
déficit hidrico tiveram aumento no acumulo de clorofila a e redug@o das perdas na clorofila b,
(Fig. 4A; Fig. 4B), assim como em nosso estudo, plantas de milho (Zea mays L) inoculadas
com micorrizas tiveram aumento nas concentracdes de clorofila a e clorofila b. Isto sugere que
o incremento da concentragdo 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 carotenoides que
sdo pigmentos acessorios que absorvem os fotons e transferem a energia de excitacdo para
centros de reagdo via clorofila, e protegem a clorofila da foto-oxidagao, os carotendides também
servem como antioxidantes contra os radicais livres e danos fotoquimicos (Mishra et al., 2006).

A perda de teores de clorofila sob estresse hidrico ¢ considerada uma das principais causas de
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diminuicao de fotossintese. Além disso, a reduga@o do teor de clorofila pode ser atribuida a perda
das membranas de cloroplasto, através das reagdes de enzimas soliiveis em dgua localizadas no
estroma cloroplasto (ciclo de Calvin) ou na fronteira entre estroma e tilacoides (ATP-ase,
redugdo de NO,, e redu¢do de NADP") que sdo afetadas pelo estresse osmotico. Estudos
indicam que a maior perda de clorofila em plantas em resposta a déficit hidrico ocorre nas
células do mesofilo e menor nas células da bainha feixe (Kaiser et al., 1981; Guerfel et al.,
2009), no entanto as PRGP tiveram efeito mitigador aos danos causados pelo déficit hidrico na
manuten¢do do acimulo 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 tolerancia ao déficit
hidrico induzida pelas PGPR (Serraj and Sinclair, 2002), de acordo como ocorreu com plantas
de arroz inoculadas com BRM-32111 e BRM-32113 (Fig.4E), como mostrado por estudos com
diferentes estresses (déficit hidrico, salinidade, baixa temperatura, exposi¢ao a metais pesado,
radiagdes UV) que podem estimular o acimulo de prolina na planta, sendo um composto
organico, altamente solivel, de baixo peso molecular, e geralmente ndo toxico em altas
concentragdes celulares e atuam na prote¢do das plantas (no ajuste osmotico celular e
desintoxicacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), prote¢do da integridade da membrana,
das enzimas e estabilizag¢ao das proteinas (Yancey 1994; Hare et al., 1998; Munns 2005, Rhodes
et al., 2002; Naidu et al., 1991; Bassi ¢ Sharma 1993; Sharma e Dietz 2006). Nas estrututras
subcelulares (por exemplo, membranas e proteinas), ocorre a elimina¢do de radicais livres e
buffer de potencial redox celular sob condigdes de estresse e pode atuar também aliviando a
acidose citoplasmatica e mantendo NADP* / NADPH compativeis com o metabolismo. Sua

acumulacdo normalmente ocorre no citoplasma onde ele funciona como chaperonas
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moleculares estabilizando a estrutura das proteinas e seus tampdes de acumulagdo pH citosélico
¢ mantém o estado redox celular (Ashraf ¢ Foolad 2007; Hare e Cress 1997).

O aumento no acumulo de MDA ¢ considerado indicador de dano oxidativo nas plantas
em condigdes de estresse (Yang e Miao, 2010), em plantas inoculadas com BRM-32111 e
BRM-32113 houve menor acumulo de MDA (Fig. 4F) resultando na prote¢do das membranas,
uma vez que as altas concentragdo de MDA produzidos durante a peroxidagao de lipidica forte
indicador do dano celular causado a membrana que atua na diminui¢do da estabilidade da
membrana que reflete na extensdo da peroxidagao lipidica (Liang et al., 2003).Além disso, a
peroxidacao lipidica ¢ um indicador da reagdo de radicais livres em tecidos, onde a captacao de
carga de oxigénio nos tecidos gera espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente H>O»
que ¢ produzido a taxas elevadas pela oxidase do glicolato nos peroxissomos na fotorrespiragao
(Yang e Miao, 2010; Moller et al. Al., 2007). Assim as PGPR nas plantas induzem respostas
que auxiliam na mitigagdo dos danos de ROS e peroxidagdo lipidica das membranas, assim

atuando na manuteng¢do do crescimento mesmo em condi¢des de estresse.

Conclusio

Em planta de arroz de terras altas inoculadas com Pseudomonas fluorescens-BRM-
32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 ocorreu o aumento na densidade estomatica de
até 56 % e diametro radicular em até 35 %. Com destaque para BRM-32111 que induziu
aumento na germinacdo de 61% em sementes com polietilenoglico, nas plantas o potencial
hidrico antemanha (Wam) foi 33% maior que em plantas nao inoculadas, com o maior acimulo
de prolina (47%) e menor de aldeido maldnico (47%). Estes resultados indicam que as plantas

tém maior tolerancia a seca quando inoculadas com as PGPR.
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Figura 1. Germinagao de sementes com agua (A) e Polietilenoglicol - 6000(PA) (-1,2 Mpa)
(B), e germinagao aos cinco dias ap6s semeadura (C), comprimento da planta (D), biomassa da
planta (E) e potencial hidrico antemanha (Wam), aos 28 dias ap6s semeadura e provenientes de
sementes inoculadas com BRM-32111, BRM-32113 e controle com agua. Barras seguidas de

mesma letra mintscula nao diferem (Duncan, p < 0,05), n=20.
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Tabela 1. Anatomia de raiz e folha de plantas de arroz, didmetro da raiz (um), cilindro vascular (um), polos de protoxilema (um), e elementos de
vaso de metaxilema, espessura de cortex (um), densidade estomatica, comprimento do estdmato (um), area do poro estomatico (um?), aos 28 dias
apos a germinacao, em laminas de 4gua no solo de 100 % da capacidade de campo e 50 % da capacidade de campo, plantas controle (ndo inoculado),

e plantas inoculas com Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111.

Solo com 100 % da capacidade de campo Solo com 50 % da capacidade de campo
Controle P. fluorescens B. pyrrocinia Controle P. fluorescens B. pyrrocinia
BRM-32111 BRM-32113 BRM-32111 BRM-32113
Didmetro da Raiz (um) 50.3' £ 4.08 b 57.6+3.82a 60.4+0.80a 41.7+081b 53+123a 56.4+2.46 a
Diémetro do cilindro vascular (um) 20+ 1.62°b 25+2.68a 26+183a 16+1.83b 20+147a 17+1.33b
Numero de elementos de vaso de metaxilema 3 +0.471b 44+0.578 a 4+0.816a 2+0.500 ¢ 440471 a 3+£0471b
Numero de poros de protoxilema 17+£1.63b 21+1274a 21+0.745a 12£0.500b 15+0471a 1.6 +0.816 a
Espessura do cortex (um) 14+£1.75b 17£1.40a 18+0.73 a 7+£040b 12+1.68a 14+£0.46a
Densidade de estomatos 15+1.23b 37+£1.65a 18+ 1.08b 46+ 1.65b 72+2.02a 70+ 1.56 a
Comprimento do poro estomatico (Lm) 34+0.642a 35+£0.743a 34+0.641a 3.1+£0.064a 24+0.050c 2.8+£0.053b
Area do poro estomatico (um?) 7.84+0.064 b 5+0.650c 9.2+0.670 a 5+0.731b 4+0.058 ¢ 5.8+0.065 a

Média' na mesma linha seguidas de mesma letra minascula® ndo diferem em plantas compardas na mesma lamina de 4gua no solo (Duncan, p <

0,05), desvio padrio®, n=20.
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Figura 2. Eletromicrografias de raizes adventicias e estdmatos de arroz obtida a partir de
sementes tratadas com PGPRs, 28 dias apos a germinagdo. Controle (ndo inoculado) em 100 %
da capacidade de campo (CC) (A) e controle (ndo inoculado) em 50 % da CC (B); inoculadas
com Pseudomonas fluorescens BRM-32111 em 100 % da CC (C), e com P. fluorescens BRM-
32111 em 50 % da CC (D); inoculada com Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 em 100 % da
CC (E), e com B. pyrrocinia BRM-32113 em 50 % da CC (F). Estomatos (seta branca), Cilindro
vascular (vc), polos protoxilema (seta amarela), e elementos de vasos de metaxilema (seta azul),

cortex (Co), e didmetro da raiz.
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Figure 3. Taxa de assimilac¢do liquida de carbono (4) (mmol CO> m? S™!) (A),condutincia
estomatica ao vapor de agua (gs) (mmol H,O m2 S*!) (B),carbono intercelular (Ci) (mmol H,O
m2S1)(C), taxa de transpiragdo (E) (mmol H2O m? S)(D), uso eficiente da dgua (WUE) (4 /
E)(E), eficiéncia de carboxilacdo da rubisco (4 / Ci), aos 28 dias apds a germinagao, em solo
com e sem déficit hidrico. Tratamento controle (ndo inoculado), e plantas inoculas com
Burkholderia pyrrocinia-BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111. Barras

seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem (Duncan, p < 0,05), n=20.
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Figure 4. Clorofila a (micro g/ g de MF) (A), clorofila b (micro g/ g de MF)(B), clorofila a +
b (micro g / g de MF)(C), clorofilaa /b (micro g/ g de MF)(D), Prolina (E), MDA (F), aos 28
dias apos a germinagdo, em solo com e sem déficit hidrico. Tratamento controle (ndo
inoculado), e plantas inoculas com Burkholderia pyrrocinia-BRM-32113 e Pseudomonas
fluorescens BRM-32111. Barras seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem (Duncan, p <

0,05), n=20.
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4. Mitigacao de compostos alelopaticos no arroz de terras altas por rizobactérias

(Burkholderia pyrrocinia - BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111)3
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3 Este capitulo segue as normas de apresentagdo do Cheklist. da AOB Plants
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Resumo

Os compostos alelopaticos reduzem o crescimento e a produtividade das plantas de arroz em
plantios consecutivos, principalmente, em terras altas. As rizobactérias Pseudomonas
fluorescens BRM-32111 e Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 foram registradas como
promotoras do crescimento em arroz. Este estudo foi desenvolvido para compreender o efeito
da aplicagdo de rizobactérias em plantas de arroz de terras altas em plantios consecutivos. Os
experimentos foram em delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes e quatro
tratamentos constituidos de sementes de arroz inoculados com P. fluorescens BRM-32111 em
solo com residuo, com B. pyrrocinia BRM-32113 em solo com residuo e plantas ndo inoculadas
(controle) semeadas em solo com residuo (CR) e plantas ndo inoculadas em solo sem residuo
(SR) de raizes de plantas de arroz. O crescimento de plantulas e plantas de arroz controle (CR)
foi afetado negativamente pelos compostos alelopaticos. Em semeio com residuo, plantas
inoculadas com as rizobactérias P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113
induziram aumento em 88% na biomassa, 3% na area foliar, 40% e 67% no comprimento ¢
biomassa radicular, respectivamente, 21% na clorofila a e 53% na clorofila a + b, 50% na A,
227% na A / Ci e 63% no EUA comparado as plantas controle CR. Esses resultados indicam
que as rizobactérias P. fluorescens BRM 32111 e B. pyrrocinia BRM 32113 aumentam a
tolerancia 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, rizobacteria
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1. Introducao

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

A alelopatia ¢ definida como qualquer processo que envolva os metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, microorganismos, virus, e fungos, e que influenciam o crescimento e
desenvolvimento da producao agricola e sistema biologico (Torres et al , 1996). E esses
compostos podem atuar inibindo germinagdo, crescimento, reducao da profundidade radicular
das plantas, o efeito danoso pode variar de acordo com a cultivar e a concentracao e combinagao
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 condi¢des de terras
altas. Como alternativas mitigadoras t€ém-se a selecdo de culturas de arroz tolerantes aos
aleloquimicos (Wathugala 2015), a rotacao de cultura com espécies da familia Fabaceae como
Vigna unguiculata (L.) Walp., Crotalaria paulina Schrank e Mucuna aterrima Piper & Tracy
(Marenco and Santos, 1999) e o uso dos microorganismos como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e as rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) (Helme 1999; Major
2010).

As PGPR sao bactérias benéficas capazes de induzir crescimento e aumentar a tolerancia

das plantas aos estresses bioticos e abioticos (Kloepper et al., 1980, 2004; Kremer, 2006; Mishra
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and Nautiyal, 2012). O uso de microorganismo para o aumento da tolerancia de aleloquimicos
¢ uma opg¢ao sustentavel, por melhorar a tolerancia das plantas e, assim, permitir o cultivo de
um solo sem excessos de fertilizantes. Uma das a¢des dos aleloquimicos sobre as plantas ¢ a
alteracdo da atividade mitotica de células jovens e diminui¢gdo no nimero de células ou
alongamento celular ou ambos, essa a¢do resulta na inibi¢do de atividades metabolicas e menor
taxa de crescimento nas plantas (Rice, 1984), a inibi¢ao no crescimento também pode ser devido
a diminui¢do na germinagdo, podendo ser atribuida a alteracdo da atividade enzimatica que
afeta a mobilizacdo de compostos de armazenamento na germinagdo, que causa uma resposta
de inchago e aumento do nivel de peroxidase em plantas de arroz.

A aplicacio de FMA e PGPR aumentaram a tolerancia das plantas a compostos
aleloquimicos (Helme 1999; Major 2010). Os FMA atuam nas plantas alterando a absor¢ao de
agua (Egerton-Warburton, et al. 2007), nitrogénio, fésforo 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 gestdo eficaz da producdo agricola, devido a
degradagdo dos aleloquimicos no solo (Bhadoria 2011; Thsan et al., 2015; Uddin et al., 2014).
O Sorghum bicolor (L) libera um exudado radicular, a sorgoleona, que pode inibir o
crescimento de plantas daninhas. No entanto, a planta de sorgo torna-se tolerante quando tratada
com microorganismos capazes de usar sorgoleona como fonte de carbono e mineraliza-lo
através de degradacao completa de CO; no solo (Gimsing et al., 2009).

No entanto, tem-se a hipdtese 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 ndo foi demonstrado em arroz de

terras altas. Neste trabalho, objetivou-se investigar a aplicagcdo de PGPR (Pseudomonas
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fluorescens BRM-32111 e 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 repeti¢des
(um vaso com cinco plantas) e quatro tratamentos constituidos de duas rizobactérias ambas
inoculadas nas sementes em solo com residuo (Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e
Burkholderia pyrrocinia BRM-32113) e dois controles (sementes com agua em solo com
residuo (CR) e em solo sem residuo (SR). Sementes de arroz do cultivar Primavera foram
inoculadas com a suspensdo de Pseudomonas fluorescens BRM-32111 e Burkholderia
pyrrocinia BRM-32113 feita de acordo com metodologia descrita por FILLIPI et al., (2011) e
o controle sementes submersas em agua destilada e esterilizada. Para o solo com residuo foi
adicionado 23 mg das raizes de arroz conforme descrito por Ranagalage (2014). O Conteudo
de compostos alelopaticos produzido pelos residuos (quadro 1). O solo utilizado foi de uma
area ndo cultivada no Para, Brasil, e caracterizado como: pH HxO 5.4; 589 g argila kg™'; 66 g
silt kg''; 144 g areia kg'!; 63 mg K™ dm™; 4 mg P dm; 0.4 mg Ca>* dm™; 0.2 cmolc Mg?" dm-

3;0.1 cmolc AP dm; e 3 mg Si kg™
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Quadro 1. Compostos alelopaticos, contidos em raizes de plantas de arroz (por vaso), aos 21

dias apos a semeadura.

Biomassa radicular Compostos fenoélicos 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 CR foram colocadas
sementes inoculadas com P. fluorescens BRM-32111, B. pyrrocinia BRM-32113 e controle
(ndo inoculado), e SR sementes controle (ndo inoculado), o solo foi umedecido com 50 mL de
agua destilada estéril e semeadas 25 sementes por repeticdo, totalizando 100 sementes /
tratamento. Aos sete dias apds semeio foram avaliados a germinagdo (%), e o indice de
velocidade de germinacao foi calculado por IVG = X (n / t), onde: t = numero de dias da
semeadura contado a cada dia e n = nimero de plantulas normais germinadas contada a cada

dia, e massa fresca da plantula, o ensaio foi repetido duas vezes.

2.3. Promocado 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, e adubados com 1.17 g de N — P - K (Nitrogénio, Fosforo e Potassio), 0.35 g de uréia
e 0.7 g de FTE (micronutrientes) por vaso. Foram semeadas 10 sementes inoculadas por vaso e
aos 11 dias ap6s germinacao foi feito o desbaste para cinco plantas por vaso. Aos 21 dias apos

o semeio foram avaliados: biomassa total (mg), altura da planta (cm), area foliar (cm?),
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conteudo relativo de clorofila (SPAD), biomassa radicular (g) e comprimento radicular (cm),

trocas gasosas e quantifica¢do de pigmentos fotossintéticos. O ensaio foi repetido quatro vezes.

2.4. Estudo anatomico da folha

A dimensdo dos estdomatos foi obtida através da area equivalente do elipsodide que
representa a area dos poros estomaticos (APE) pela seguinte formula: (m X Comprimento x
largura) / 4, de acordo com Minnocci et al. (1995) e Bartolini et al. (1997). A densidade
estomatica (estomato mm) (n = 20) para face abaxial, de acordo com Sack et al. (2003). A
densidade de tecidos foliares (DFT, mg cm™) foi calculada pela razdo massa foliar por unidade
de area foliar (mg cm?) e espessura foliar (Wright e 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 L. em EtOH
98 % e incubadas a 80 °C por 20 minutos, e 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 extracdes, em EtOH de 80% e 50%, respectivamente. Os sobrenadantes foram coletados
e homogeneizados. As etapas de extracdo dos pigmentos foram realizadas sob banho de gelo e
na auséncia 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
reacdo com 120 pL. de EtOH 98% e 40 puL do mix etilico. E submetidas a determinagdo da
absorbancia, estimada em comprimento de onda (A) 645 nm e 665 nm. Com a absorbancia
obtidas, foi estimada as concentragcdes de clorofilaa e b, a/b e total através das formulas 1 ¢ 2,

posteriormente normalizado pela massa fresca de cada amostra.

93
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2.6. 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 assimilagdo de CO; (4),
condutancia estomatica (gs) e transpiragdo (E), concentracdo intercelular de CO> (Ci), e
estimado uso eficiente da dgua (WUE) (A/E) e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (4 / Ci),
foram avaliados a uma concentra¢ao de CO2 400 umol mol, 50% de umidade relativa, 28 °C de
temperatura, 300 umol s-1 o fluxo de ar e densidade de fluxo de fotons de 1200 umol (m?) 1s

I, O instrumento foi estabilizado de acordo com a orienta¢des do fabricante.

2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (p < 0.05) em programa SPSS 21.0 e erro padrao (p < 0,05).
Posteriormente, foi estimado o coeficiente de correlagao linear entre as variaveis de crescimento

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

3. Resultados

3.1. Germinagdo de sementes e vigor de plantula e promogdo de crescimento em plantas
Sementes controle WR tiveram redu¢do em 2% na germina¢do 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 da plantula em todos os tratamentos teve reducdo média de 22%
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(Figura 2 B) em relacdo ao controle NR, a biomassa das plantulas inoculadas com P. fluorescens
BRM-32111 foi 27 % maior em relacdo ao controle WR (Figura 2 C).

As plantas controle WR apresentaram reducdo em todas as varidveis relacionadas a
promocao de crescimento (Figura 2). A biomassa das plantas inoculadas com as rizobactérias
aumentou 88 % quando comparada ao controle WR (Figura 2 D). O comprimento das plantas
com B. pyrrocinia BRM-32113 aumentou em 25% e 22 %, em relacdo ao controle NR e
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 e 67% no comprimento radicular em relacdo ao controle WR,
respectivamente (Figura 2 H).

O estomato nas plantas de arroz tem formato de haltere, anfiestomatica (estobmatos nas
duas faces). No entanto, diferiram apenas na face abaxial nas plantas submetidas a solo com
residuo, onde ocorreu aumento do comprimento do poro estomatico nas plantas inoculadas com
P. fluorescens BRM-32111 de 19% e 91% em relagdo aos controle NR e controle WR
respectivamente (Tabela 1 — Figura 5), a area do poro estomatico e densidade estomatica foram
maiores em 102% e 83% nas plantas tratadas com P. fluorescens BRM-32111 quando
comparadas ao controle WR, respectivamente (Tabela 1 — Figura 5 ), e DFT foi maior nas
plantas inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 em 18% e 8% em relagao aos controle NR

e controle WR, respectivamente (Tabela 1).

3.2. Quantificagdo de pigmentos

A concentracao de pigmentos reduziu nas plantas controle WR quando comparado com
controle NR. E plantas inoculadas com as rizobactérias tiveram aumento em 21% na clorofila
a e em 53% na soma das clorofilas a +b (Figura 3). Para clorofila b e a razdo clorofila a / b

ocorreu incremento em 22% e 25% nas plantas inoculadas P. fluorescens BRM-32111 em
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relag¢@o ao controle NR, e em 21 % e 28 % em relagdo ao controle WR, respectivamente (Figura

3B-D).

3.3. Troca gasosa

Todos os parametros de trocas gasosas foram afetados em plantas controleWR quando
comparadas ao controle NR e em solo com residuo (WR). As plantas inoculadas com as
rizobactérias tiveram aumento em A de 37% e 50% em relacao ao controle NR e controle WR,
respectivamente (Figura 4 A). Para WUE o aumento foi em 128 % e 63 % em relacdo ao
controle NR e controle WR, respectivamente (Figura 4 E). No entanto, houve aumento na
eficiéncia da carboxilacdo da rubisco em 227% incluindo plantas com rizobactérias e controle
WR comparado ao controle NR (Figura 4 F). Enquanto que, plantas controle SR tiveram
incremento em 47% no gs, 42% no Ci e em 60% no E comparadas as plantas inoculadas com

rizobacterias (Figura 4 B-C-D).

4. Discussao

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 germinagao,
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 nao inoculadas (WR) crescidas em solo com residuo, indicando que a
rizobactéria induziu a proteg¢ao aos efeitos danosos dos aleloquimicos no estadio de plantula.
Em plantios subsequentes de arroz de terras altas, hd reducdo em até 50% de produtividade, a
qual ¢ atribuida a varios fatores, entre eles a liberagdo de aleloquimicos provenientes dos

residuos do arroz no solo (Chou, 1991). Os principais compostos aleloquimicos incluem acidos
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fenolicos, acido cumarico, acido fertlico, acido benzoico, acido siringidico e acido salicilico
(Chou e Lin, 1976; Putnam, 1988; Rice 1984). Esses compostos de residuos de arroz no solo
reduzem a germinagdo, retardam o vigor de plantulas, crescimento de plantas, a expansao foliar,
e 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 substincias alelopaticas liberadas no solo, depois da
decomposicao das raizes de arroz, e que quando em contato com a membrana celular da nova
raiz ocasionam a despolarizagdo, alteracdo no efluxo de ions e a reducdo de condutividade
hidrolitica, resultando em menor absor¢cdo de 4dgua e nutrientes pelas raizes interferindo no
desenvolvimento da planta (Baziramakenga et al, 1995; Lehman e Blum, 1999).

As plantas de arroz inoculadas com P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-
32113 tiveram aumento de germinagao, comprimento e biomassa em relagdo as plantas controle
crescida em solo com residuo (WR) (Figura 2). Estudos demonstraram que ha relacdo entre o
crescimento das plantas e os microrganismos no solo na presenca de compostos alelopaticos,
por multiplos mecanismos. No presente estudo, as PGPR P. fluorescens BRM-32111 e B.
pyrrocinia BRM-32113 induziram aumento no crescimento e biomassa de raizes, que pode ser
decorrente da melhoria no processo de crosstalk entre solo-planta-microrganismo, os exsudados
radiculares estimulam a formacao do quorum sensing bacteriano, com aumento na liberacdo de
polissacarideos que combinados com particulas de argila induziram a formacdo 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 bactérias da rizosfera ¢ a degradagao dos aleloquimicos através da agao
enzimatica, que podem alterar a toxidez do composto aleloquimico transformando-os em forma

ndo toxica (Bais et al., 2006; Mishra et al., 2013; Bhadoria 2011; Macias et al., 2003; Inderjit
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et al., 2011; Zou et al., 2014; Wu et al., 2015). Os compostos aleloquimicos (fitotoxinas, 2,4-
diacetylphloroglucinol (2,4DAPG), phenazine, Cianeto de Hidrogénio (HCN), antibidticos e
enzimas de degradacdo da parede celular das raizes das plantas) liberados por gramineas podem
ter sido degradado pelas PGPR P. fluorescens BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113 no
presente estudo, e transformado os compostos em uma forma ndo toxica, o que favoreceu o
crescimento das plantas de arroz em solo WR.

Alem dos microorganismos promoverem o crescimento também atuam na modulacao
do gene responsivo ao estresse, € na inibicdo das enzimas antioxidantes e da secre¢cdo de
aleloquimicos no solo (Barazani e Friedman, 1999; Bais et al., 2006; Mishra et al., 2013). O
maior desenvolvimento do sistema radicular, parte aérea, biomassa, densidade estomatica,
foliar e massa foliar, area foliar e poro estomatico foram obtidos em plantas de arroz inoculadas
com P. fluorescens BRM-32111. Essas adaptagdes morfoldgicas das plantas inoculadas com P.
fluorescens BRM-32111 em solo com residuo, favoreceram a aquisi¢do 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 solos com residuos, as plantas de arroz (WR) tiveram reducdo na concentragdo dos
pigmentos fotossintéticos, enquanto que, em plantas inoculadas com P. fluorescens BRM-
32111 houve aumento na concentracdo das clorofilas. No controle WR, as plantas apresentaram
uma drastica reducdo de clorofila a, a qual pode estar relacionada com a perda da capacidade
das células em sintetizar clorofila, quando exposta ao composto aleloquimico, como ocorreu
em algas verdes (Chlorella vulgaris) expostas ao aleloquimico N-fenil-2-naftilamina (Bornman

e Vogelmann, 1991; Haifeng et al., 2009).
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Quanto a clorofila b e a razdo a / b, houve aumento nas plantas inoculadas com P.
fluorescens BRM-32111 e semeadas em CR, indicando aumento na eficiéncia no centro dos
complexos de reagdo fotossintética do sitemas de antena de FSII PSI. Esses sistemas podem ser
divididos nos complexos de antenas interiores contendo clorofila b e os complexos de captacao,
transmissdo e dissipagdo do excedente de luz (NPQ,qP, Fv/Fm) (Bjorkman, 1981; Haifeng et
al., 2009). O composto alelopatico N-fenil-2-naftilamina, em alga verde, alterou a func¢do do
transporte de elétrons fotossintéticos, corrente do PSII para PSI, formando complexos elétrons
doadores-receptores com a filoquinona e naftoquinona (Dwivedi e Rao, 1972; Haifeng et al.,
2009). A rizobactéria P. fluorescens BRM-32111 pode ter estimulado as plantas a tolerar o
estresse através da manutencdo do complexo antena e / ou manutencdo do transporte de

elétrons.

4.3. Trocas gasosas

Um dos mecanismos caracterizados fitotoxicos induzidas por aleloquimico ¢ a inibi¢ao
da fotossintese e da evolucdo do oxigénio através da interagdo com componentes do
fotossistema I (PSII) (Einhelling, 1995). No presente estudo, as plantas de arroz controle (CR)
tiveram o aparato fotossintético afetado negativamente pelo residuo (CR), entretanto, os danos
foram mitigados quando as plantas foram inoculadas com as rizobactérias P. fluorescens BRM-
32111 e B. pyrrocinia BRM-32113. Os aleloquimicos reduzem a fotossintese por causar
reducdo na transferéncia de elétrons ou por reduzir e inibir a sintese de ATP ¢ NADPH, reduzir
a condutancia estomatica e a transpiragdo (Yu et al., 2003; Wu et al., 2004). Como observado
nesse estudo, em plantas de arroz cultivada em solo com residuo (CR) tiveram reducao drastica
significativas na condutancia estomatica (gs) e na transpiracao (E), assim como ja foi observado
em plantas de outras culturas. Esse efeito foi atribuido aos aleloquimicos dos grupos do fenois,

composto alelopético decorrente da decomposicdo de graminea, que causam perturbagdo nas
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membranas celulares que pode culminar na morte celular, a manutencao da integridade de
membranas celulares, em resposta ao ataque de radicais livres, estd relacionada ao
balanco entre citocinina que leva ao aumento da atividade das enzimas do estresse
oxidativo como catalase e peroxidase ¢ aumento de concentracdes de acido abscisico
(ABA) nas folhas, e do calcio que tem o papel de atuar sobre a reducdo do
extravasamento de eletrolito, (Yan et al. 2006; Nishiyama et al., 2011; Gidrol et al.,
1994). (Einhellig, 1996; Weir et ai., 2004).

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

A rotacdo de culturas ¢ indicada como uma forma de diminuir os efeitos alelopaticos
nas plantas, em estudos de rotagdo de culturas com arroz de terras altas e trigo no Paquistao, as
culturas tiveram reducdo na produ¢@o nos plantios sucessivos, mesmo com a adogao de boas
praticas culturais. Essas perdas poderdo ser mitigadas com o uso de microorganismos (P.
Sfluorescens 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 e supressoras de brusone em arroz de terras altas (Filippi et
al., 2011 ; Régo et al., 2014), induziram o aumento da tolerancia das plantas aos compostos
alelopaticos e deverdo ser avaliadas em campo para confirmar mais esse atributo positivo no
manejo de arroz de terras altas, para aumento de produtividade na mesma area e em anos

consecutivos de plantios e reducdo de aberturas de novas areas para a rizicultura.

5. Conclusao

Todas as plantas tiveram alteracdo no crescimento na presenca de residuo de raizes de
arroz no solo. No entanto, em plantas inoculadas com as rizobactérias (P. fluorescens BRM-
32111 e B. pyrrocinia BRM-32113), ocorreu a mitigacdo dos danos fisiologicos e alteragdes
agrondmicas e morfoldgicas como resposta a tolerancia aos compostos aleloquimicos em

plantas de arroz de arroz de terras altas.
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Figura 1. Parte a¢rea (A) e raizes (B) de plantas de arroz, aos 21 dias apos a germinacao, de tratamento controle sem residuo (1), controle com
residuo (2), inoculadas com Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 em solo com residuo (3) e Pseudomonas fluorescens BRM-32111 em solo com

residuo (4).
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Figura 2. Germinagdo (A), comprimento da plantula (B), e biomassa da plantula (C), sete dias apds a germinagdo, ¢ biomassa de planta (D),
comprimento de planta (E), area foliar (F), clorofila (SPAD) (G), biomassa radicular (H) comprimento das raizes (I), aos 21 dias apds a germinagao,
em solo sem residuo (CR) e com residuo (SR) de plantas de arroz. Tratamento controle (ndo inoculado), e plantas inoculadas com Burkholderia
pyrrocinia-BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111. Barras seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem (Duncan, p < 0,05),

n=20.
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Tabela 1. Comprimento do poro estomdtico (CPE), area do poro estomatico (APE), densidade estomatica (nimero de estomato / unidade de area),

Desidade foliar total - DFT = (massa fresca da folha / (unidade de area foliar x espessura da folha), aos 21 dias apds a germinacdo, em solo sem

residuo e com residuo de plantas de arroz.

Densidade de
Tratamento CPE (um) APE (um) estomatos DFT
Controle (sem residuo) 433'+£0.642b> 8.76+0.640a 14.0+1.08a 0.389+0.058b
Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 (com residuo) 294+0.641°c  6.81+0.731b  93+1.06b 0.328 £ 0.064 c
Pseudomonas fluorescens BRM-32111 (com residuo) 5.16+0.743 a 9.13+£0.650a 14.7+1.23a 0.459+0.065a
Controle (com residuo) 2.69+0.530 ¢ 4.52+0.670 ¢ 8.0£1.65b 0.307+£0.037 ¢

Tratamento controle (ndo inoculado), e plantas inoculadas com Burkholderia pyrrocinia BRM-32113 e Pseudomonas fluorescens BRM-32111. Média' na linha

seguida de mesma letra mintscula? ndo diferem (Duncan, p < 0,05), desvio padrdo®, n=20.
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Figura 3. Clorofila a (micro g/ g de MF) (A), clorofila b (micro g/ g de MF) (B), clorofila a +

b (micro g/ g de MF) (C), clorofilaa /b (micro g/ g de MF) (D), aos 21 dias apos a germinacao,

em solo sem residuo (NR) e com residuo (WR) de plantas de arroz. Tratamento controle (ndo

inoculado), e plantas inoculadas com Burkholderia pyrrocinia-BRM-32113 e Pseudomonas

fluorescens BRM-32111. Barras seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem (Duncan, p <

0,05), n=20.
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Figura 4. Taxa de assimilagdo liquida de carbono (4) (mmol CO, m? S') (A),condutincia

estomatica ao vapor de agua (gs) (mmol H>O m S!) (B),carbono intercelular (Ci) (mmol H,O

m2S7) (C), taxa de transpiragio (E) (mmol H,O m? S!) (D), eficiéncia do uso da agua (EUA)

(4 /E) (E), eficiéncia de carboxilacdo da rubisco (4 / Ci), aos 21 dias apds a germinacao, em

solo sem residuo (NR) e com residuo (WR) de plantas de arroz. Tratamento controle (nao

inoculado), e plantas inoculadas com Burkholderia pyrrocinia-BRM-32113 e Pseudomonas

fluorescens BRM-32111. Barras seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem (Duncan, p <

0,05), n=20.
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/ /

Figura 5. Eletromicrografia da face abaxial de folhas de arroz obtida de sementes tratadas com
PGPR, 21 dias apds semeadura em solo sem residuo (SR) e com residuo (CR). Controle SR

(A), BRM-32111 CR (B), BRM-32113 CR (C), controle CR (D). Estomatos (setas vermelhas).
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Tabela 2. Estimativa dos coeficientes de correlagdo linear entre as variaveis de crescimento das plantas de arroz aos 21 dias apos o semeio.

BT CF AF BR CR Chla Chlb Chlatb Chla/b A gs Ci E WUE A/Ci
BT - 0,931 0,259 0,182 0,429 0,633 0216 0,500 0,125 0,040 0,430 0,749 0,282 0,328 0,869
CF - 0,000 0,908 0,000 0,180 0,661 0,075 0,828 0,752 0,420 0,640 0,449 0,592 0,305
AF - 0,938 0,185 0,137 0,652 0,086 0,771 0,886 0,604 0,532 0,599 0,540 0,293
BR - 0,951 0,446 0,001 0,648 0,000 0,148 0,042 0042 0,078 0,095 0,963
CR - 0,879 0,777 0,792 0,949 0,530 0,124 0,185 0,137 0,174 0,750
Chl a - 0,365 0,000 0,031 0,247 0,489 0568 0,542 0,485 0,586
Chlb - 0,763 0,000 0,018 0,435 0478 0,721 0,878 0,324
Chl a+b - 0,109 0,241 0,179 0251 0,246 0,222 0,614
Chl a/b - 0,062 0,584 0,574 0842 0,995 0,325
A - 0,838 0,742 0,334 0,496 0,890
Gs - 0,000 0,000 0,000 0,052
Ci - 0,000 0,000 0,002
E - 0,000 0,045
WUE - 0,003

A/ Ci -
Biomassa total (BT), comprimento da folha (CF), 4rea foliar (AF), biomassa radicular (BR), comprimento da raiz (CR), clorofila (Chl), taxa de

assimilagdo liquida de carbono (4), condutanicia estomdtica ao vapor de adgua (gs), carbono intercelular (Ci), taxa de transpiragdo (E), eficiéncia

do uso de 4gua (EUA), eficiéncia da carboxilagdo da rubisco ( A / Ci). Software Past 2.0 (p < 0,05).



4. Conclusoes gerais

A PGPR P. fluorescens BRM-3211 foi tolerante a temperatura, salinidade e pressao
osmotica e quando testadas nas sementes de arroz aumentaram o IVG nas sementes sobre
pressdo osmotica simulada. E plantas inoculadas com as PGPR (B. pyrrocinia - BRM-32113 e
P. fluorescens BRM-32111) tiveram os danos amenizados através das alteragdes agronomicas
e morfologicas sob diferentes LAS, por meio da amenizagdo da perda de biomassa,
comprimento radicular, e manuten¢ao do potencial hidrico, aumento na densidade estomatica
de até 56 % e diametro radicular em até 35 %. Com destaque para plantas com BRM-32111
que tiveram o maior acumulo de prolina (47%) e menor de MDA (47%). E nos ensaios com
residuos de arroz solo as plantas controle tiveram alteragdo no crescimento em todos os
parametros avaliados. No entanto, em plantas inoculadas com as rizobactérias (P. fluorescens
BRM-32111 e B. pyrrocinia BRM-32113), ocorreu a mitigagdo dos danos fisiologicos e
alteragdes agrondmicas e morfologicas como resposta a tolerdncia aos compostos
aleloquimicos em plantas de arroz de arroz de terras altas. Estudos de campo devem ser
realizados para auxiliar no manejo da cultura com uso de PGPR no cultivo de arroz de terras

altas.



