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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais que apresentam maior potencial no suprimento e
manutengao nutricional da alimentacdo humana. Fatores bidticos (Magnaporthe oryzae) e
abidticos (deficiéncia hidrico) podem comprometer as lavouras de arroz, como as doengas e
restri¢ao hidrica que diminuem a produtividade e afetam a qualidade dos graos. Além disso,
a oferta limitada de Fosforo (P) no solo do Cerrado estimula a busca por tecnologias como
rizobactérias solubilizadoras e promotoras de crescimento vegetal para melhorar a aquisicao
de minerais escassos pelas plantas e mitigacdo desses estresses. No presente estudo,
objetivou-se avaliar a combinacgdo entre rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(Serratia marcescens e Bacillus toyonensis) e silicio (Si) no manejo da cultura de arroz de
terras altas ao déficit hidrico e a brusone. No primeiro estudo, S. marcescens demostrou
potencial para solubilizar fésforo nao labil e promover o crescimento vegetal. A inoculagao
com S. marcescens aumentou a area radicular em 61,5%, o volume em 31,5% e o
comprimento em 101%. A presenga de halos de solubilizacdo de fosforo ao redor de
segmentos radiculares confirmou sua agdo solubilizadora. A microscopia eletronica de
varredura (MEV) detectou biofilmes e microcolonias da bactéria. A andlise do genoma
revelou genes relacionados a biossintese de acido indol-3-acético, solubilizagdo de fosfato e
producdo de biofilme. No segundo estudo, a associagdo de S. marcescens e B. toyonensis
com silicio e fosforo nao 14bil foi testada sob diferentes pressdes osmoticas para avaliar a
resisténcia ao estresse hidrico. A combinacdo aumentou a area superficial: 27,5% (0 MPa),
20% (-2 MPa) e 18,5% (-4 MPa); volume radicular: 150% (0 MPa), 58% (-2 MPa) ¢ 55% (-
4 MPa); comprimento total: 67,5% (0 MPa) e 116,5% (-2 MPa); raizes grossas: 158,5% (-2
MPa) e 25,5% (-4 MPa); raizes muito finas: 18,5% (-2 MPa) e 30% (-4 MPa). A presenca
de halos ao redor de segmentos vegetais microbiolizados confirmou a solubilizagdo de
fosforo. A MEV revelou biofilmes, microcoldnias e glicocalice em diferentes condigdes
osmoticas. No terceiro estudo as rizobactérias, combinadas com Si, suprimiram a brusone e
mitigaram os efeitos da seca no arroz cultivado em casa de vegetacdo. Os principais
resultados incluem: produtividade do arroz aumentou em 72% sob déficit hidrico e 35% sob
irrigacdo; reducdo da brusone na panicula (PBS) em 60% sob déficit hidrico e 77% sob
irrigacdo; reducdo da brusone na auricula e ligula em 44% sob déficit hidrico e 70% sob
irrigacdo; modulagdo positiva de enzimas antioxidantes e proteinas relacionadas a defesa
vegetal. No quarto estudo analisou-se o impacto da associagdo de bioagentes e silicio na
supressao da brusone e no crescimento do arroz sob baixa disponibilidade de fésforo em
duas safras de campo. Os bioagentes e o silicio reduziram a brusone foliar (LBS) em 77,93%
¢ a brusone na panicula (PBS) em 62%. Além disso: a Area sob a Curva de Progresso da
Doenca (AACPD) foi reduzida em 77,3% (LBS) e 60,5% (PBS); o rendimento de graos na
primeira safra (E1) foi 25% maior do que na segunda safra (E2). Em E2, a produtividade
aumentou 72% (2435 kg.ha™') em comparacdo ao controle. A combinagdo de bioagentes e
silicio melhorou indicadores bioquimicos e enzimaticos, reduzindo o impacto da brusone e
otimizando a produtividade do arroz em condicdes de baixa fertilidade do solo. No quinto
estudo a interacdo entre rizobactérias e silicio promoveu crescimento, absor¢ao de nutrientes
e produtividade do arroz sob baixa disponibilidade de fésforo. Os resultados foram:
supressdao da brusone redugdo de 78% (LBS) e 62,37% (PBS); redu¢ao da AACPD: 77%



(LBS) e 60,5% (PBS); aumento na absorc¢ao de nutrientes: fosforo (45%); potassio (21%);
ferro (94%); manganés (50%); zinco (10%). Melhoria no crescimento da planta: altura
aumentou 10%; numero de perfilhos 19%; nimero de paniculas 43%; biomassa aérea
aumentou 49%; reducdo da esterilidade das paniculas em 49%; produtividade aumentou 72%
em E2 (2435,72 kg.ha™) em comparacdo ao controle. Portanto, diante dos resultados dos
estudos desenvolvidos, podemos concluir que rizobactérias e silicio podem ser inserido no
manejo integrado de brusone e no manejo para produtividade de arroz de terras altas.

Palavras-chave: Sustentabilidade, Produtividade, Protecao, Biotecnologia
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De Oliveira, R. S. Rhizobacteria and silicon in the management of upland rice to water
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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the cereals with the highest potential for providing and
maintaining human nutritional needs. Biotic factors (Magnaporthe oryzae) and abiotic
factors (water deficiency) can compromise rice crops, such as diseases that reduce
productivity and affect grain quality, as well as conditions of water stress. Additionally, the
limited availability of Phosphorus (P) in the Cerrado soil stimulates the search for
technologies such as phosphorus-solubilizing rhizobacteria and plant growth promoters to
improve the acquisition of scarce minerals by plants and mitigate these stresses. The present
study aimed to evaluate the combination of plant growth-promoting rhizobacteria (Serratia
marcescens and Bacillus toyonensis) and silicon (Si) in managing upland rice crops under
water deficit and blast stress. In the first study, S. marcescens showed potential to solubilize
non-labile phosphorus and promote plant growth. Inoculation with S. marcescens increased
root area by 61.5%, volume by 31.5%, and length by 101%. The presence of phosphorus
solubilization halos around root segments confirmed its solubilizing action. Scanning
electron microscopy (SEM) detected biofilms and microcolonies of the bacteria. Genome
analysis revealed genes related to indole-3-acetic acid biosynthesis, phosphate
solubilization, and biofilm production. In the second study, the combination of S.
marcescens and B. toyonensis with silicon and non-labile phosphorus was tested under
different osmotic pressures to evaluate resistance to water stress. The combination increased
surface area: 27.5% (0 MPa), 20% (-2 MPa), and 18.5% (-4 MPa); root volume: 150% (0
MPa), 58% (-2 MPa), and 55% (-4 MPa); total length: 67.5% (0 MPa) and 116.5% (-2 MPa);
thick roots: 158.5% (-2 MPa) and 25.5% (-4 MPa); very fine roots: 18.5% (-2 MPa) and 30%
(-4 MPa). The presence of halos around microbiolized plant segments confirmed phosphorus
solubilization. SEM revealed biofilms, microcolonies, and glycocalyx under different
osmotic conditions. In the third study, rhizobacteria combined with Si suppressed blast and
mitigated the effects of drought in rice grown in a greenhouse. Key results include: rice
productivity increased by 72% under water deficit and 35% under irrigation; reduction of
panicle blast (PBS) by 60% under water deficit and 77% under irrigation; reduction of blast
on the auricle and ligule by 44% under water deficit and 70% under irrigation; positive
modulation of antioxidant enzymes and defense-related proteins. In the fourth study, the
impact of bioagents and silicon on suppressing blast and promoting rice growth under low
phosphorus availability was analyzed in two field crops. Bioagents and silicon reduced leaf
blast (LBS) by 77.93% and panicle blast (PBS) by 62.37%. Additionally: the Area Under
the Disease Progress Curve (AUDPC) was reduced by 77.3% (LBS) and 60.6% (PBS); grain
yield in the first crop (E1) was 25% higher than in the second crop (E2). In E2, productivity
increased by 71.95% (2435.72 kg/ha) compared to the control. The combination of bioagents
and silicon improved biochemical and enzymatic indicators, reducing the impact of blast and
optimizing rice productivity in low soil fertility conditions. In the fifth study, the interaction
between rhizobacteria and silicon promoted growth, nutrient absorption, and rice
productivity under low phosphorus availability. The results were: suppression of blast,
reduction by 77.93% (LBS) and 62.37% (PBS); reduction of AUDPC: 77.3% (LBS) and
60.6% (PBS); increased nutrient absorption: phosphorus (45%); potassium (21%); iron
(94%); manganese (50%); zinc (10%). Improvement in plant growth: height increased by



10%; number of tillers by 19%; number of panicles by 43%; aerial biomass increased by
49%; reduction of panicle sterility by 49%; productivity increased by 72% in E2 (2435.72
kg/ha) compared to the control. Therefore, based on the results of the studies, we can
conclude that rhizobacteria and silicon can be integrated into the management of blast and

upland rice productivity.

Keywords: Sustainability, Productivity, Protection, Biotechnology
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1 INTRODUCAO

Agricultura ¢ consolidada como um setor estratégico para o Brasil. Isso devido a
producdo ser intensificada tanto pelo setor empresarial como pela agricultura familiar. Esse
setor responsavel por boa parte das exportagdes brasileiras ndo aconteceu unicamente pela
abundancia de terra, mas também de maneira especial pelo uso de novas tecnologias

(Gelinski & Filippi, 2016).

O uso das novas tecnologias para o processo de modernizagdo do setor agricola no
Brasil ao longo das ultimas décadas, tem levado ao aumento da producao de alimentos,
principalmente na produgdo de graos e cereais (Baroni et al. 2017). Nesse cenario, o arroz
(Oryza sativa L.) assumi importante papel, pois ¢ considerado alimento essencial na dieta
humana e responsavel por 25-80% das calorias na dieta diaria constituindo a base alimentar
de mais da metade da populagdo mundial (Walter, 2008; Kumar et al. 2017). E o terceiro
cereal mais cultivado no mundo, exclusos paises do continente asiatico, o Brasil € o principal

produtor (FAO, 2018).

No Brasil, o cultivo de arroz de terras altas estd concentrado nas regides do Cerrados,
que corresponde os estados de Amazonia, Mato Grosso, Goias, Tocantins, Roraima, Para e
Maranhao (Oliveira Neto, 2015). O sistema de cultivo de arroz de terras altas ¢ afetado por
fatores bidticos e abidticos que provocam alteragdes fisioldgicas e bioquimicas nas plantas,
afetando o desenvolvimento e produtividade da cultura (Marschner, 1995). Esses fatores sao
caracterizados pela baixa de precipitacdo, periodo de estiagem comuns na regido Centro
Oeste do Brasil, denominados “veranicos” que resulta em estresse hidrico, baixa fertilidade
natural do solo nas regides de cultivo e a ocorréncia de estresses bidticos como a brusone
causada pelo patdégeno Magnaporthe oryzae, que pode levar a perdas e baixo desempenho,
afetando negativamente a produc¢do, além de levar o agricultor a fazer uso excessivo de
fungicidas, ameagando a satide do meio ambiente dos trabalhadores (Enebe & Babalola,

2018).

O desenvolvimento de novas ferramentas biotecnologicas na mitigacao dos fatores
bidticos e abioticos que interfere na cultura de arroz em terras altas vém sendo desenvolvidas
para diversificar as técnicas de manejo na producdo, e reduzir os paradoxos entre o cultivo
irrigado, uma vez que arroz de terras altas, em relagdo ao arroz irrigado, apresenta uma

reducdo em torno de 51% no uso da 4gua e um aumento de 30-80 % de produtividade da
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agua, expressa em gramas de grdo por quilograma de agua (Bouman et al. 2006;
Parthasarathi et al. 2012).

Dentre as tecnologias potenciais que podem mitigar os estresses causados pela
deficiéncia hidrica e pela ocorréncia da brusone estdo os microrganismos multifuncionais
associados a raizes, como as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas que
associada a adubacao silicatada t€ém se mostrado eficaz no controle de doencas e prote¢ao
das plantas contra estresses abioticos. Esses microrganismos interagem na rizosfera,
influenciam o seu metabolismo e reduzem os estresses por meio de uma variedade de
mecanismos (Gunes et al. 2008; Filippi et al. 2011; Sousa et al. 2018).

Outra tecnologia que pode desempenhar papel significativo no alivio da deficiéncia
hidrica em plantas de arroz de terras altas € o silicio (Si), segundo elemento mais abundante
no solo. Na solucao do solo, o Si ocorre principalmente como acido monossilicico (H4S104)
em concentracdes que variam de 0,1 a 0,6 mM, apds a absorcdo pelas plantas, o Si se
acumula na epiderme de varios tecidos, principalmente como um polimero de silica amorfa
hidratada (Ma & Takahashi, 2002; Rodrigues et al. 2005).

O arroz ¢ uma espécie acumuladora de Si (10% de Si em massa seca de parte aérea),
em que essa alta acumulagdo demonstrou ser necessaria para um crescimento saudavel e
uma producao elevada e estavel. De acordo com trabalhos desenvolvidos para avaliar o uso
de silicio na agricultura, a cultura do arroz apresenta aumento do niimero de folhas, massa
seca de plantas, nimero de espiguetas por panicula, adequada formacdo e qualidade da
casca dos graos, maior altura de plantas, regulagdo da evapotranspiragao, redugdo da
toxicidade mineral, melhora do desequilibrio de nutrientes e aumento da tolerdncia aos
estresses biotico e abidtico (Kornddrfer et al. 1999; Gong et al. 2003; Tokura et al. 2007).

A Embrapa e a AfricaRice sdo as Unicas instituigdes de pesquisa que atuam com
arroz de terras altas e, portanto, dependem quase que exclusivamente dos seus proprios
ativos e avancgos de conhecimento para superar os seus principais desafios: tolerancia a
deficiéncia hidrica e brusone (Guimaraes et al. 2018). Diante disso, este trabalho teve como
objetivo investigar a combinagdo de rizobactérias e silicio no manejo da cultura de arroz

de terras altas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a combinacdo entre rizobactérias e silicio no sucesso do manejo da cultura

do arroz de terras altas.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

10.

Avaliar a capacidade de rizobactérias em solubilizar fosfato ndo-labil em cultivo in
vitro de plantas de arroz.

Detectar a colonizagao endofiticas dos isolados de rizobacterias em plantas de arroz
por microscopia eletronica de varredura.

Avaliar a arquitetura do sistema radicular de plantas de arroz microbiolizadas com
rizobactérias em cultivo in vitro.

Analisar e quantificar o desenvolvimento radicular de plantulas de arroz crescidas in
vitro, em diferentes potenciais osmoticos, na presenca de bactérias, silicio e fosforo
nao-labil.

Avaliar a promogao de crescimento de plantas de arroz de terras altas cultivados em
diferentes niveis de fésforo em casa de vegetagao.

Quantificar a severidade de brusone foliar e panicula em plantas de arroz de terras
altas tratadas com rizobactérias e silicio.

Quantificar atividade das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em plantas de
arroz de terras tratadas com rizobactérias e silicio.

Quantificar atividade das enzimas relacionadas a patogénese (PRs), em plantas de
arroz de terras altas tratadas com rizobactérias e silicio.

Quantificar os indicadores bioquimicos relacionados a clorofilas, carotenoides e
peroxido de hidrogénio em plantas de arroz de terras altas tratadas com rizobactérias
e silicio.

Determinar a produtividade de arroz de terras altas tratadas com rizobactérias e

silicio em condi¢des de campo submetida a deficiéncia de fosforo.



16

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CULTURA DO ARROZ

O arroz ¢ uma angiosperma pertencente a familia Poaceae. O género Oryza
compreende 27 espécies, as quais apresentam uma grande diversidade de adaptagdes (Pinto,
2017). As principais caracteristicas morfoldgicas do que define esse género sdo a presenga
de glumas estéreis rudimentares, espiguetas bissexuais e as folhas estreitas, herbaceas com
margens escabrosas. (Vaughan, 2003).

O arroz foi introduzido no Brasil no periodo colonial na frota de Pedro Alvares
Cabral, porém o seu cultivo em territorio nacional so6 foi relatado ap6s 1530, na capitania de
Sao Vicente, e no decorrer dos anos tornou-se alimento bésico da dieta alimentar (Azambuja
et al. 2002). Sua domestica¢dao pode ter ocorrido de forma independente e simultanea em
vérios locais da Asia. Inicialmente o sistema de cultivo era em clareiras, itinerantes, com
semeadura direta sem inundacao do solo. No entando, a China a adotou o cultivo sob lamina
de 4gua e modernizou o sistema de plantio, tornando o arroz tolamente domesticado (Khush,
1997).

Do ponto de vista econdmico e social, o arroz ocupa posi¢ao de destaque dentre as
culturas anuais no Brasil (Zanin et al. 2019), ¢ um dos cereais mais produzidos e consumidos
no mundo, caracterizando-se como o principal alimento de mais da metade da populagdo
mundial, com produ¢ao mundial estimada do grao em torno de 518,14 milhdes de toneladas
(USDA/FAS, 2023). Exclusos paises do continente asiatico, o Brasil ¢ o principal produtor,
na safra de 2022/2023 foram aproximados 10 milhdes de toneladas (CONAB, 2023).

No cultivo de arroz brasileiro, encontram-se dois sistemas basicos de plantio. O
primeiro ¢ conhecido como arroz irrigado, mais concentrado na regido sul do pais, nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, os quais representam aproximadamente 77%
da produgdo nacional, apresenta alta tecnologia, melhor produtividade por possuir maior
controle das condi¢des hidricas, além de possuir tecnologias e pesquisas mais avangadas
com cultivares. O segundo ¢ o arroz de terras altas (antigo arroz de sequeiro) que vem, nos
ultimos anos, apresentando uma evolu¢do importante no volume produzido, com
representatividade de 4% (Aragjo et al. 2016; Silva et al. 2016; Alvarez et al. 2014).

No Brasil, o cultivo de arroz de terras altas esta concentrado no bioma Cerrados, que

corresponde aos estados de Mato Grosso, Goias, Tocantins, Roraima, Para e Maranhdo e
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parte da Amazdnia (Oliveira Neto, 2015). A area de cultivo entre os anos de 2015 e 2022
reduziu de 607,700 para 303,300 hectares, que corresponde 50,09%, e a producdo de
1.232,600 para 775.600 toneladas, que equivale a 37%. No entanto, houve aumento de 26%
na produtividade de 26% (2.028 para 2.557 kg ha-1) (CONAB, 2023).

Considerada uma cultura com ampla adaptagdo, pois além do cultivo em diversas
regides do mundo, ¢ conduzida sob os ecossistemas de terras altas, sendo este utilizando ou
nao irrigacdo, dependente de condi¢des hidricas naturais para seu desenvolvimento. No
entanto, o déficit hidrico esta entre os principais fatores que limitam a produtividade em
arroz de sequeiro, sendo necessario o desenvolvimento de praticas agricolas que

potencializem o aproveitamento de dgua (Prado et al. 2020).

Além desse fator abiodtico que limita a produgdo, todas as fases da cultura do arroz
estdo sujeitas a estresse bioticos como ataque de doencas que compromete a produtividade
e qualidade dos graos. A presencga de patogeno virulento em condigdo ambiente favoravel e
o uso de cultivar suscetivel contribui para a predominancia e severidade da doenca. Estima-
se mais de 80 doengas causadas por agentes patogénicos registrados em diversos paises, no
Brasil o nimero exato ainda nao foi descrito, devido a ocorréncia de doengas em menor

escala ndo ter sido relatadas (Silva et al. 2019).

3.2 BRUSONE NO ARROZ

Os primeiros registros da ocorréncia da brusone (Magnaporthe oryzae) datam da
China e do Japao, onde ja era descrita como "febre do arroz" em 1637 (Ou, 1972). A
designacdo "brusone" foi criada na Italia em 1828. Posteriormente, em 1906, nos Estados
Unidos, a brusone passou a ser chamada de "blast" em inglés (Bedendo, 1997). No Brasil, a
brusone foi inicialmente documentada em 1912 no Estado de Sao Paulo. Em seguida, em
1918, foi identificada no Rio Grande do Sul e, em 1935, no Parana. Desde entdo, a doenca
tem sido relatada em todas as regides produtoras do mundo, incluindo o Brasil, tanto em

arroz irrigado (varzeas) quanto em sequeiro (terras altas) (Igarashi et al. 1986).

Nas décadas de 40 e 50, a doencga tornou-se amplamente reconhecida em diversas
regides do pais, sendo documentada como uma doenga comum que se estendia desde a Bahia
até os estados do norte do Brasil. O surto de brusone eclodiu no Rio Grande do Sul em 1953
e no Pard em 1955. Em 1971, houve relatos da presenga de ragas fisioldgicas nos estados de

Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. A partir das décadas de 60 e 70, intensificaram-se os esforgos
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para compreender as diferentes fases da doenga e do patdogeno, bem como desenvolver

métodos eficazes para seu controle (Prabhu & Filippi, 2006).

A brusone, causada por Magnaporthe oryzae (Herbert) Barr, 1977 (sindnimo
Pyricularia oryzae Cooke), encontra-se, segundo a classificagdo taxondmica de Couch e
Kohn (2002), no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem
Magnaporthales e Familia Magnaporthacea (Dean et al. 2005). Brusone ¢ a principal doenga
do arroz (Oryza sativa L.) e tem sido um obstaculo para a produ¢ao no mundo (Couch &
Kohn 2002 ). Esta doenga se destaca pela complexa biologica do patogeno, caracterizada
pela variabilidade natural encontrada nas populagdes deste patdgeno e pela rapidez com que
se adapta ao hospedeiro resistente e como consequéncia causa danos como reducao do peso
dos graos e, em alguns casos, perda completa das paniculas. (Scheuermann & Eberhardt,

2011; Silva et al. 2019).

O ciclo dessa doenga ocorre inicialmente com a disseminag¢ao do inoculo, através do
vento, agua ou sementes infectadas. Primeiramente os conidios aderem na superficie da
folha, germinam, formam o apressorio estrutura utilizada para penetrar a superficie foliar,
que auxiliado por enzimas extracelulares, perfura a cuticula do hospedeiro e invade a
epiderme das plantas de arroz. Apds obter acesso aos tecidos do hospedeiro, o M. oryzae
utiliza plasmodesmos para se disseminar para as células vizinhas sem causar quaisquer
alteragdes visiveis nas paredes celulares do hospedeiro, iniciando assim a colonizagdo e
posteriormente o surgimento do sintoma tipico da doenga (Praphu & Filippi, 2006; Nasir et
al. 2018; Silva-Lobo, 2007). Os sintomas iniciam-se nas folhas com pequenas manchas
necréticas de coloragdo castanha, evoluindo a maiores lesdes de formato eliptico, com
margem marrom e centro cinza ou esbranqui¢ado, onde sdo encontradas as estruturas

reprodutivas do patdogeno (Bedendo & Prabhu, 2005).

A brusone apresenta alto potencial destrutivo, causando perdas que resulta em
aproximadamente 10-90% de danos a colheita de arroz (Kihoro et al. 2013), do qual depende
da resisténcia genética da cultivar adotada, densidade populacional, época de semeadura e
condig¢des climaticas (Prabhu et al. 2002; Filippi et al. 2011). Além disso, a incidéncia causa
diminui¢do da area fotossintética das plantas, afeta a uniformidade na emissao de panicula,
aumento de niamero de espiguetas chochas, baixo rendimento, € em casos severos ocorre a

perda da lavoura (Silva-Lobo et al. 2007).
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O controle quimico ainda ¢ muito utilizado no manejo da brusone do arroz, com
aplicacdes de diferentes fungicidas, tais como triciclazol, probenazol, azoxistrobina e
propiconazol. Além dos problemas com a eficacia desses fungicidas, tem havido uma
preocupacao crescente com 0 uso, mau uso € uso excessivo de fungicidas quimicos, o que
pode levar a problemas ambientais e de satide potencialmente perigosos (Nasir et al. 2018).
Por outro lado, pesquisam avangam para o uso de indutores de resisténcia em escala
comercial, tanto bidticos quanto abioticos, como estratégia para aumentar a durabilidade da
resisténcia a doengas ¢ reduzir residuos toxicos resultantes do uso indiscriminado de

produtos quimicos (Filippi, et al. 2011).

A utilizagdo de gendtipos com resisténcia genética a doenca constitui-se como
principal medida para o manejo da brusone na cultura do arroz (Santos et al. 2017). Apesar
de ser considerado o método mais eficaz, normalmente sua resisténcia ¢ pouca duradora,
devido a capacidade adaptativa, advinda da elevada variabilidade genética do patogeno, o
que resulta no rapido surgimento de racas aos cultivares disponiveis no mercado
(Scheuermann et al. 2012). Praticas estratégicas no manejo evolvendo adubacgao equilibrada,
principalmente a nitrogenada, destruicao da palhada, assim como a rotacdo de cultivares,

reduzem significativamente a severidade da doenca (Prabhu et al. 2001; Santos et al. 2011).

3.3 RIZOBACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Para garantir uma agricultura sustentavel, ¢ necessario que as culturas produzidas
sejam resistentes a doencas, tolerantes ao estresse abiotico tenham um melhor valor
nutricional. Uma estratégia viavel para atender a essas caracteristicas desejadas nas culturas
envolve a utilizacdo de microrganismos do solo, como bactérias, fungos e algas, que
potencializam a absorcao de nutrientes e melhoram a eficiéncia no uso da dgua (Armada et
al. 2014). Entre esses microrganismos do solo, as rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas (PGPR) sdo as mais promissoras. Nesse contexto, as PGPR podem ser empregadas
para aprimorar a saude das plantas e impulsionar a taxa de crescimento sem causar impactos

ambientais adversos (Calvo & Kloepper, 2014).

As PGPR constituem um grupo bacteriano identificado na rizosfera. O termo refere-
se a bactérias que colonizam as raizes das plantas, na rizosfera, promovendo seu crescimento
(Ahmad et al. 2008). A rizosfera representa o ambiente do solo em proximidade as raizes

das plantas, caracterizado por uma atividade microbiana intensificada, resultando em um
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reservatorio especifico de nutrientes, dos quais macro e micronutrientes essenciais sao
extraidos. A composi¢do microbiana na rizosfera ¢ notavelmente distinta daquela encontrada
em areas circundantes, devido a presenca de exsudatos radiculares que servem como fonte

de nutrientes para o crescimento microbiano (Vejan et al. 2016).

Com base em interagcdes com as plantas, as PGPR podem ser divididas em bactérias
endofiticas, que vivem dentro das plantas e trocam metabolitos diretamente com elas, e
rizobactérias de vida livre, que vivem fora das células vegetais (Egamberdieva &
Lugtenberg, 2014). As bactérias endofiticas predominantemente habitam os espagos
intercelulares da planta hospedeira, embora haja bactérias especificas capazes de estabelecer
interacdes mutualisticas com seus hospedeiros e penetrar nas células vegetais (Vejan et al.
2016). Os mecanismos de funcionamento das PGPR também podem ser separados em
diretos e indiretos. Os mecanismos diretos incluem biofertilizacdo, estimulagdo do
crescimento radicular, e controle do estresse das plantas. Por outro lado, as rizobactérias
estdo envolvidas indiretamente na promog¢ao do crescimento das plantas por meio do
mecanismo de controle biologico, que inclui a redu¢do do impacto de doengas, como
antibiose, inducdo de resisténcia sistémica e competigdo por nutrientes e nichos

(Egamberdieva & Lugtenberg, 2014).

3.3.1 Solubilizacao de fosforos

O fosforo ¢ encontrado no solo na forma inorganica (Pi) e organica (Po), se
diferenciam entre si pelo grau de solubilidade e estabilidade, portanto, com diferentes formas
de disponibilizacdo para as plantas. A forma organica desse elemento esta presente na
matéria organica do solo, restos vegetais, na decomposi¢do de materiais, sendo que sdo os
microrganismos de solos responsavel pela decomposicdo e disponibilizacdo do fosforo
organico para as plantas. E um dos macronutrientes mais limitados em solos do Cerrado e

considerado uns dos insumos de maior valor na agricultura (Lopez-Bcio et al. 2015).

A biodisponibilidade de fosforo no solo ¢ amplamente controlada por processos
mediados biologicamente, os microrganismos produzem compostos organicos/inorganicos
de solubiliza¢do de minerais, como acidos organicos, sider6foros, protons, ions hidroxila,
CO: e mineralizagdo de P organico por meio de enzimas como fitases e fosfatases
(Rodriguez, 1999; Alori et al. 2017). O processo de acidificacdo do meio € um mecanismo

adotado na solubilizacdo de fosfatos, os microrganismos diminuem o pH do meio por



21

secrecdo de acidos organicos oriundo do metabolismo de agucares dos exsudados das raizes,
como acidos acético, latico, malico, succinico, tartarico, glucénico, 2-cetogluconico, oxalico

e citrico (Rodriguez & Fraga, 1999; Patel et al. 2015).

3.3.2 Producao de fitormonios

As PGPR contribuem para aumentar o desenvolvimento das plantas diretamente
através da melhoria na disponibilidade de nutrientes, produzindo compostos estimulantes e
liberando fitohormonios, mais 80% das bactérias da rizosfera sintetizam acido indol-3-
acético (AIA), o hormoénio vegetal do crescimento e desenvolvimento das plantas
(Grossmann, 2010). Considerado um dos hormonios vegetais mais importantes, pertencente
a classe das auxinas, sdo predominantes em tecido novos das plantas, por exemplo, o apice
e as folhas jovens que regulam o crescimento e os processos de desenvolvimento, na divisao
e alongamento celular, iniciacao da raiz primaria e lateral, diferenciacao do tecido e respostas
a gravidade e a luz. A maior parte do AIA ¢ transportada pela planta através do floema, e se

acumula em diferentes tecidos (Eklund et al. 2010)

A biossintese microbiana de auxinas tem sofrido intensa investigacao, diferentes
cepas de bactérias produzem auxinas a partir do triptofano, principal precursor. A adicao
deste aminoacido aos meios de cultura, resulta em maior producdo. Os exsudados radiculares
sdo fontes naturais de L-triptofano para a microbiota do solo, contribuindo para a sintese

microbiana de AIA na rizosfera (Lum & Hirsch, 2003; Merino et al. 2008).

Azospirillum sp. (Couillerot et al. 2013), Bacillus subtilis (Tahir et al. 2017),
Burkholderia sp. e Pseudomonas sp. (Filippi et al. 2011), Bacillus toyonensis, Serratia

marcescens (Faria et al. 2023), sdo algumas espécies bacterianas eficientes na sintese de

AlA.

3.3.3 Sideroforos

O solo contém varios minerais, incluindo o ferro, que ndo estd disponivel para as
plantas. O ferro é encontrado na natureza na forma de Fe’", que é altamente insoltvel.
(Flores-Félix et al. 2015). Para resolver esse problema, as PGPR secretam sideréforos,
compostos proteicos de baixo peso molecular que se ligam ao ferro e ajudam a torna-lo

soluvel. Em condi¢cdes de escassez de ferro, os sideroforos microbianos facilitam o
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fornecimento de ferro as plantas, promovendo assim o seu crescimento (Ahmed &

Holmstrom, 2014).

3.3.4 Formacao de biofilme

As PGPR sdo frequentemente fixadas a uma superficie e revestidas com uma
substancia polimérica, caracteristica de um biofilme (Flemming e Wingender, 2010).
Provem de uma variedade de moléculas organicas, incluindo polissacarideos, acidos
nucléicos e proteinas. Biofilmes ligados as raizes das plantas de algumas culturas podem
ajudar a reciclar os nutrientes, bem como bem como realizar o biocontrole de pragas e
doengas e, consequentemente, melhorar a produtividade e as culturas rendimentos (Fuqua et

al. 1994).

O biofilme ¢ uma camada protetora que contém enzimas inativadoras e
modificadoras de substidncias como antibioticos. As PGPR desenvolveram mecanismos
sofisticados para coordenar a expressao genética em nivel populacional e comunitario
através da sintese e percepgao de moléculas difusiveis. A concentragcdo do sinal emitido em
um ambiente confinado reflete o nimero de células bacterianas por unidade de volume, e
essa via regulatéria ¢ denominada deteccdo de quérum (QS) (Gupta et al. 2017). O
mecanismo de detec¢do de quérum bacteriano ¢ baseado em dois grupos de moléculas
sinalizadoras: derivados de peptideos tipicos de bactérias Gram-positivas e derivados de
acidos graxos explorados por Bactérias Gram-negativas. As moléculas sinalizadoras mais
intensamente investigadas em bactérias PGP Gram-negativas sdo N-Acil-L-homosserina
Lactonas (N-AHLs). O N-AHLs sdo responsaveis por controlar diversas atividades como a
formagao de biofilme, produ¢do de antibioticos, resisténcia, conjugagao, replicacdo, sintese

de exoenzimas (Pearson et al. 1994).

3.4 RIZOBACTERIAS NA MITIGACAO DE ESTRESSE BIOTICO E ABIOTICO

Os microrganismos biopromotores considerados salutiferos para as plantas podem
atuar de forma benéfica no seu desenvolvimento, na indugdo de resisténcia, tanto bidticos
quanto abidticos (Filippi et al. 2011). As rizobactérias sdo microrganismos benéficos que
habitam o solo e participam ativamente da dindmica nutricional, sdo aliados importantes da

producao agricola sustentavel, pois influenciam a qualidade dos ecossistemas, e por suprimir
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doencas de plantas causadas por patdogenos fingicos e por promover o crescimento das

plantas (Sousa et al. 2018; Bhattacharyya & Jha, 2012; Dubey et al. 2015).

As PGPRs melhoram o crescimento das plantas, estimulam o crescimento de raizes,
devido a capacidade de sintetizar fitormdnios, solubilizam minerais como fosforo, produzem
sideroforos e quelatos de ferro, aumentam a biomassa, além disso, protege as plantas contra
o ataque de patogenos, como supressao da brusone na planta do arroz (Filippi et al. 2011;

Aznar e Dellagi, 2015).

O manejo de doengas usando agentes bioldgicos ¢ uma ferramenta promissora que
pode ser utilizada de forma independente, bem como integrado com outros métodos de forma
sustentavel (Dubey et al. 2015). No controle de patéogenos, as rizobacterias agem por
diferentes mecanismos de acdo, como competi¢cdo por espagos e nutrientes, producio de
varios metabolitos, como antibioticos, sideréforos e enzimas hidroliticas. Esses metabolitos
suprimem o patdgeno interferindo em seu mecanismo de respiragdo e hidrolisando sua

parede celular (Lugtenberg e Kamilova 2009; Hassan et al. 2014).

As rizobactérias também ajudam a proteger as plantas contra patogenos foliares,
alterando a imunidade do hospedeiro para respostas de defesa mais rapidas. Esta resposta ¢
denominada resisténcia sistémica induzida (ISR), e ocorre através da sinalizagdo intra-planta
da raiz para a parte aérea, induzindo as plantas para melhor resistir ao ataque de patdgenos
(Spence et al. 2014). Na ISR, a planta apresenta maior atividade de proteinas relacionadas a
patogénese (PR-Proteinas) e acumulo de fitoalexinas, além de deposicao de calose e lignina
na parede celular da planta. Essa respostas sao reguladas pela comunicagdo cruzada entre
hormdnios vegetais, como acido salicilico (SA), 4acido jasmonico (JA) e seus derivados, e
pelos papéis centrais que esses hormoOnios desempenham nas respostas de defesa

(Vleesschauwer et al. 2013).

As plantas sdo sensiveis ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que sdo
liberadas quando exposta a condigdes de déficit hidrico. Niveis excessivos de ERO resultam
em estresse oxidativo que reagem com proteinas e lipidios causando danos oxidativo ao
tecido vegetal e prejudicando as fungdes normais da célula vegetal, desencadeando assim a
producdo de antioxidantes para amenizar o estresse como o superoxido dismutase (SOD) e
guaiacol peroxidase (GPOx), ascorbato peroxidase (APx) e catalase (CAT) (Joshi et al.
2020).
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3.4.1 Resistencia Sistémica

A resisténcia sist€émica das plantas pode ser categorizada em duas formas: resisténcia
sistémica induzida (ISR) e resisténcia sistémica adquirida (SAR). A primeira ¢ induzida por
agentes ndo patogénicos, enquanto a segunda ¢ induzida por agentes patogénicos (Spoel e
Dong, 2012). A expressao 'resisténcia sist€émica induzida' (RSI) refere-se genericamente ao
estado de resisténcia induzido em plantas, desencadeado por indutores bioldgicos ou
quimicos, protegendo partes ndo expostas da planta contra ataques de agentes patogénicos e
insetos (Joseph Ku¢, 1982). Nos anos 1960, Ross introduziu o termo ‘resistencia sistémica
adquirida” (RSA) para descrever o fendmeno no qual partes sist€émicas nao infectadas da
planta tornam-se mais resistentes em resposta a uma infec¢ao localizada em outra parte da

planta.

Quando as plantas sdo colonizadas por micrébios benéficos, elas entram em um
estado fisiologico denominado “priming”, fendmeno que permite que as células respondam
a niveis muito baixos de um estimulo de uma maneira mais rapida e robusta. O “priming”
de defesa ¢ um estado fisioldgico tnico que pode ser induzido por padrdoes moleculares
(PAMPs, MAMPs, DAMPs) de microrganismo ou plantas, efetores derivados de patdogenos,
microrganismo benéficos, tratamento com alguns compostos naturais e sintéticos, ou por

ferimentos ocasionado nas plantas (Conrath et al. 2006; Conrath et al. 2011).

A regulacdo de ambas as resisténcias ocorre por meio de uma rede de vias de
sinalizagdo interconectadas, nas quais os hormoénios vegetais desempenham um papel
regulador crucial (Pieterse, et al. 2012). A sinalizacdo de resisténcia a doengas ¢ um processo
importante em plantas, e o hormonio vegetal acido salicilico (SA) desempenha um papel
crucial nesse processo (Vlot et al. 2009). O SA ¢ um composto fendlico que pode ser
sintetizado a partir do metabdlito primario por meio de duas vias enzimaticas distintas: uma
envolvendo fenilalanina amoénia liase (PAL) e a outra isocorismato sintase (ICS/SID2)
(Moore et al. 2011). Em 1996, Pieterse et al. relataram pela primeira vez que a resisténcia
sistémica induzida dependia da via do acido jasmonico (JA) e do etileno (ET), que foi

proposta como a diferenca entre ISR e SAR.

Viérios estresses bioticos e abidticos, como salinidade, seca, metais pesados, ataques
patogénicos, frio, ferimentos, entre outros, desafiam frequentemente o crescimento e o

desenvolvimento das plantas. Codifica varios receptores, efetores, sinalizadores e moléculas
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defensivas. Entre todos, a producdo e o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese (PR)
tém um papel significativo, pois sdo parte essencial da resposta imune inata sob estresse
biotico e abidtico nas plantas (Sreenivasulu et al. 2012). As proteinas PR proporcionam
protecao contra infecgdes patogénicas, acumulando-se localmente nos tecidos afetados, bem
como nos tecidos circundantes e ndo infectados. Além disso, as proteinas PR também fazem
parte da resisténcia sistémica adquirida (SAR) ou da resposta de hipersensibilidade (HR)
contra diferentes tipos de infec¢des (Niki et al. 1998; Vaghela et al. 2022). Na inducao de
resisténcia, a planta apresenta maior atividade de proteinas relacionadas a patogénese (PR-
Proteinas) como: B-1,3-glucanase, quitinase, lipoxigenase, fenilalanina amonia-liase (Cai et

al. 2009; Garcia-Cristobal et al. 2015).

A quitinase (EC 3.2.1.14) ¢ uma enzima hidrolitica que pode clivar ligagdes B-1,4-
glicosidicas na quitina. A quitina ¢ o principal componente da cuticula da membrana
peritrofica, que ¢ o revestimento protetor do intestino de muitos insetos, das paredes
celulares dos fungos e do esqueleto de muitos animais crustaceos (Johnston-Monje & Lopez
Mejia, 2020). As quitinases vegetais sdo proteinas relacionadas a patogénese e sdo
fortemente expressas quando as células da planta hospedeira estdo sob estresse de patdgenos,
sdo induzidas juntamente com varios metabolitos, proteinas de resposta patogénica, além de

proteinas antimicrobianas (Vaghela et al. 2022).

As B-1,3 glucanases sdo enzimas multifuncionais encontradas em muitos seres vivos,
incluindo bactérias, fungos e alguns animais invertebrados e plantas. Elas pertencem a
familia PR-2 e sdo classificadas como enzimas endonucleases (EC3.2.1.39) (Wang et al.
2021; Linton, 2020). As B-1,3 glucanases t€ém sido extensivamente estudadas, isoladas e
sequenciadas devido ao seu grande potencial na participacdo na defesa das plantas. Numa
invasdo fungica, por exemplo, especificamente na degradacdo da parede celular fungica
através da agdo de B-1,3 glucanases, sao liberados oligdmeros, nomeadamente 1,3/1,6-D-
glucano. Estes oligdmeros liberados podem ser considerados oligossacarideos elicitores. A
liberagdo desses elicitores induz uma resposta de defesa da planta, demonstrando atividade
antimicrobiana direta (I Finkina et al. 2017). Em um bioensaio de atividade antifingica, o
fungo fitopatogénico foi submetido a uma nova B-1,3-glucanase (Gns6) para avaliar seu
efeito na construgdo da parede celular do fungo. Os resultados revelaram que a enzima Gns6
exibiu potente atividade antifungica contra Maganaporthe orzyae, que causa a brusone no

arroz (Wang et al. 2021).
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A lipoxigenases (LOX: EC 1.13.11.12) sdo uma classe de dioxigenases contendo
ferro que catalisam a oxida¢do de acidos graxos poliinsaturados contendo pelo menos um
grupo (Z), (Z) -1,4-pentadieno para produzir hidroperoxidos de acidos graxos insaturados
conjugados. Além disso, isoformas especificas de LOX podem ter multiplas fungdes
fisiologicas. Por exemplo, uma unica isoforma LOX pode desempenhar um papel de
sinalizacdo na regulacdo do crescimento das plantas e ativar respostas de defesa induzidas
pelo estresse (Wang et al. 2008). Ja a enzima fenilalanina amonia liase (PAL; EC4.3.1.5)
representa a primeira e principal etapa na sequéncia fenilpropanoide, uma rota metabdlica
secundaria presente em plantas superiores, principalmente envolvida em mecanismos de
defesa. PAL catalisa o passo inicial na via fenilpropanoide, resultando na produgdo de
compostos fenolicos, como fitoalexinas, que desempenham um papel na prote¢ao contra
infeccdes (MacDonald & D’Cunha, 2007). Fitoalexinas sao metabolitos secundarios com
propriedades antimicrobianas, produzidos pela planta em resposta a estresses fisicos,

quimicos ou biologicos (Cavalcanti et al. 2005).

3.4.2 Resposta de enzimas antioxidantes

As plantas de arroz sdo sensiveis ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
que sao liberadas quando exposta a condi¢oes de déficit hidrico. Niveis excessivos de ERO
resultam em estresse oxidativo que reagem com proteinas e lipidios causando danos
oxidativo ao tecido vegetal e prejudicando as fungdes normais da célula vegetal,
desencadeando assim a ativacdo do sistema antioxidante das células, no qual um dos
componentes ¢ um sistema enzimdtico constituido pelas superdxido dismutase (SOD)
peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) dentre outras (Joshi et al.
2020).

As plantas submetidas a condigdes de estresse acumulam espécies reativas de
oxigénio (EROs), tais como oxigénio singleto ('02), peréxido de hidrogénio (H.02) e os
radicais: anion superoxido (O27), hidroxila (OH’), e alcoxila (RO’). Essas EROs reagem
com proteinas, lipidios de membrana e DNA causndo danos oxidativos e prejudicando as
fungdes normais de uma célula vegetal (Vurukonda et al. 2016). . Quando o nivel de ERO
atinge um certo limite, o crescimento da célula vegetal pode ser atrofiado e eventualmente

levar a morte celular (Vurukonda et al. 2016; Asghari et al. 2020).
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A SOD desempenha um papel crucial na transformagao do anion superoxido (O27)
em H>O> menos reativo em plantas sujeitas a estresse (Vishwakarma et al. 2020; Al-Zahrani
etal. 2022). A SOD ¢ reconhecida como a primeira linha de defesa contra o estresse, e, apds
sua atuacdo, entra em cenas as enzimas CAT, POX e APX para eliminar o H>O»,
transformando-o em agua ou oxigénio dentro das células (Howarth, 2005). A presenca
crucial de enzimas antioxidantes ¢ fundamental para eliminar o peroxido de hidrogénio
gerado durante a fotorrespiragdo. Adicionalmente, a inoculacdo com rizobdcterias ¢
apontada como um meio de mitigar os efeitos adversos do estresse oxidativo nas plantas,

possivelmente alterando a atividade das enzimas antioxidantes (Han et al. 2015).

3.5 SILICIO NA MITIGACAO DE ESTRESSE ABIOTICOS E BIOTICOS

O silicio (Si) ¢ um dos minerais mais abundantes na crosta terrestre, devido ao
elevado grau de intemperizagdo dos solos tropicais, reconhecido como um elemento
benéfico ndao apenas para o crescimento e desenvolvimento das plantas, mas também para a
resisténcia das plantas contra varios estresses biodticos e abidticos (Chen et al. 2019). Na
solugdo do solo, o silicio encontra-se disponivel para as plantas na forma de 4acido
monossilisico (H4S104), sendo um elemento mével e absorvido pelas plantas por fluxo de

massa (Meharg, 2015).

A cultura do arroz ¢ caracterizada como acumuladora de silicio e responsiva a
adubacao silicatada (Shi et al. 2013), apos a absorg¢ao pela planta, sdo depositados na parede
celular formando dupla camada silica-cuticula e silica-celulose, contribuindo para a reducao
da transpiragdo e melhor eficiéncia de uso da dgua (Ma & Yamaji, 2006). O Si influencia o
desenvolvimento da 4rea radicular, o didmetro, o volume e o comprimento da raiz principal
e da biomassa radicular em plantas cultivadas sob varidveis ambientais adversas (Lee et al.
2010). O acumulo de silicio nas plantas auxilia na formagdo de plantas mais eretas
diminuindo o acamamento, melhora a eficiéncia fotossintética, resultando em maior

produtividade da cultura (Prado et al. 2020).

O silicio penetra na planta a partir do ambiente externo sob a forma de Si(OH)4,
utilizando canais especificos de influxo conhecidos como genes Lsil, Lsi2 e Lsi6. Esses
genes tém um papel fundamental no aumento da capacidade das raizes laterais para absorver
o nutriente presente na solucdo do solo e transporta-lo para a parte aérea da planta (Ma e

Yamaji em 2006). O gene Lsil atua principalmente na exoderme e endoderme das raizes,
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sendo responsavel pelo influxo de silicio do solo para as células das raizes. Os
transportadores de efluxo, designados como Lsi2, facilitam o carregamento de silicio no
xilema, promovendo a transferéncia eficiente da raiz para a planta. A translocacao do silicio
para as partes aéreas da planta, onde ¢ depositado como SiO2 amorfo, ¢ mediada pelo
processo de translocagdo-shoot. Este processo ¢ conduzido pelo gene Lsi6, localizado nas
folhas, que realiza o transporte do silicio do xilema para as células foliares. Assim, a
interacdo coordenada desses genes, cada um desempenhando fung¢des especificas em
diferentes regides da planta, possibilita o transporte e deposicao eficientes de silicio,
contribuindo para a satide e desenvolvimento do arroz (Ma & Takahashi, 2001; Ma et al.

2007; Coskun et al. 2019).

Dentre os fatores abiotico, a deficiéncia hidrica aumenta as concentracdes de
peréxido de hidrogénio e prolina nas folhas e a peroxidacdo lipidica em grao de arroz. A
aplicacdo de Si (Si) diminuiu os niveis dos fatores acima citados, em particular os niveis de
prolina, que ¢ considerada um indicador bioquimico de estresse e um regulador osmético. O
silicio também ¢ conhecido como um agente anti-estresse e pode reduzir a taxa transpiratéria
e aumentar a eficiéncia do uso da dgua (Gunes et al. 2008). A aplicacdo de Si nas culturas
durante condicdes de estresse abidtico pode regular a geragdo de EROs, tais como oxigénio
singlete (102), superéxido (O2~), peroxido de hidrogénio ( H20.) e radicais hidroxila (OH).
Essas espécies reativas de oxigénio podem causar danos graves a estrutura, organelas e
fungdes das células vegetais. Para aliviar e reparar esses danos, as plantas desenvolveram
um sistema antioxidante complexo para manter a homeostase através de antioxidantes nao
enzimaticos (carotendides, tocoferois, ascorbato e glutationa) e enzimaticos (superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase ( APX)) (Kim et al. 2017; Sharma
et al. 2012).

Além disso, o silicio atua na mitigagdo de fatores biodtico, no controle de doengas a
adubacao silicatada proporciona formacao de barreira fisica principalmente na parede célula
do vegetal. Na planta, seu movimento ascendente via apoplasto, se acumula nas paredes das
células epidérmicas das folhas e vasos do xilema. Esse acumulo resulta em camada insolavel
de silicio depositada nas células epidérmica que impede a penetracdo do fungo, sendo
denominada a “hipotese da barreira mecanica” (Brunings et al. 2009; Pozza et al. 2015).
Além do mais, o silicio afeta a resposta da planta de arroz em um nivel bioquimico, acumula

fitolaxinas, isoprenopides, diterpenodides, aumento da produ¢do de compostos fendlicos,
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atividade de enzimas relacionadas a defesa, como quitinases e B-1, 3 - glucanases,
lipoxigenase, fenil-amono-liase, bem como aumento da expressdo de genes associados a

plantas resisténcia a pragas e doengas (Rodrigues et al, 2004; Crusciol et al. 2009).
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Abstract

Serratia marcescens, isolated from the rhizosphere of rice crops, has the potential to improve the acquisition of scarce min-
erals and provide plant growth. Rice seeds microbiolized with S. marcescens and non-microbiolized seeds were sown in a
culture medium enriched with non-labile phosphorus, and the roots were analyzed in WinRhizo. The plant segments were
documented by scanning electron microscopy (SEM) and incubated in an NBRIP culture medium. DNAs from endophytic
colonies were extracted and analyzed by PCR. The genome of S. marcescens was annotated using subsystem technology to
detect genes involved in phosphorus solubilization, biofilm production, and growth promotion. The root system increased in
area, volume, and length by 61.5, 31.5, and 101%, respectively. Halos were formed around segments of microbiolized plants,
indicating the solubilization of non-labile phosphorus. SEM detected the presence of biofilms and microcolonies, identified
as S. marcescens by the molecular markers. Genome annotation found genes with potential functions in plant growth promo-
tion, including genes involved in the biosynthesis of indole-3-acetic acid, phosphate solubilization, and biofilm production.
In the low phosphorus crop, the treated plants showed a 181% increase in total biomass. S. marcescens solubilizes non-labile
phosphorus, colonizes endophytes, modifies the architecture of the root system, and promotes the growth of rice plants, and
can be considered a biofertilizer for growing upland rice.

Keywords Oryza sativa - Bioagents - Endophytism - Insoluble phosphorus - Next-generation sequencing - Genomics

Introduction

Rice (Oryza sativa L.) is one of the world’s most grown
cereals, a staple food for more than half of the world’s popu-
lation, thus playing an important role as it is considered to
be essential in the human diet and accounting for 25-80%
of calories in daily diet. It is estimated that for every billion
more people in the world population, an additional 100 mil-
lion tons of rice will be required per year (Kumar et al. 2017,
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CGIAR 2021). The cultivation is made under irrigated and
upland systems that have, in recent years, shown an impor-
tant evolution in production due to the reduction of irrigation
water availability in plain irrigated rice crops (Aradjo et al.
2016; Silva et al. 2016). Both systems face the challenge of
increasing productivity with sustainability. The upland culti-
vation system, produced in the no-till system farming (NTF),
stands out, which enables the straw to be maintained on the
soil surface in order to reduce soil temperature and improve
moisture, as well as the increased content of organic matter
and soil biological activity (Nascente et al. 2013).
However, phosphorus (P) availability is among the main
factors that limit the productivity of upland rice (Prado
et al. 2020). Only 5-25% of P is absorbed by plants, while
75-95% is chemically fixed in the soil becoming insoluble
(Batool and Igbal 2019). Chemical fertilizers represent the
pivotal operating cost for agricultural producers, accounting
for approximately 30% of the total expenditure by agribusi-
ness in Brazil. The input increased from 95 to 172% in 2021
due to problems with raw material supply (Carregosa and
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Barbosa 2022). The unavailability of basic raw materials
and logistical, tax, and environmental barriers become bot-
tlenecks for new investments. Therefore, meeting domes-
tic consumption has been occurring mainly via increased
imports (Costa and Silva 2012). In addition, the high cost
and continuous application of chemical phosphate fertilizers
not only reduce its nutrient status but also negatively influ-
ence sustainable production (Shakeela et al. 2017).

The exploitation of P, originating from synthetic fertiliz-
ers, not available by upland rice plants, requires sustainable
biotechnological demands. In this respect, phosphate-solu-
bilizing rhizobacteria (PSR) emerge as an important com-
ponent of management as biofertilizer agents, biopesticides,
and biostimulants. PSR interact with plant roots and they
have a vital role in phosphate transformation and bioavail-
ability, improving plant health, soil productivity, and pro-
moting plant growth by direct and/or indirect mechanisms
(Majeed et al. 2015; Mishra et al. 2017). The effects can
be direct, such as phosphate solubilization, production of
phytohormone and siderophores, and nutrient recycling; or
indirect, by suppressing several pathogens in the form of
biocontrol agents (Nascente et al. 2017).

Serratia marcescens are facultative anaerobic gram-
negative bacteria that belong to the family Enterobac-
teriaceae (Su et al. 2016). The isolate BRM32114 is an
extracellular enzyme producer (amylase, cellulase, lipase,
pectinase, proteinase, chitinase), inorganic phosphorus
solubilizer (IS =1.44), biofilm producer, indoleacetic
acid (7.38 pg mL™!), siderophores (siderophores units
(SU)=46.0%), and ACC deaminase enzyme, resistant
to water deficiency conditions, induced by polyethylene
glycol PEG 0 (0 Mpa) to 328.9 (— 1.2 Mpa) g L™! with
a growth rate of 0.45 to 0.29 Mpa (Faria 2021). Different
strains of Serratia sp. are known to promote plant growth
through various mechanisms, such as phosphate solubili-
zation, phytohormone synthesis, secretion of extracellular
enzymes, and production of siderophores (Mohamed et al.
2018). Advances in sequencing technologies, coupled
with bioinformatics tools, allow for the characterization
of genome structure, physiology, ecology, and evolution
of microbial genomes (Ahmed 2009; Kahlke et al. 2012;
Parkhill et al. 2003). Comparative analysis of genome
annotations provides a deep understanding of the physiol-
ogy and microbial morphology of endophytes capable of
promoting plant growth. Their ability to solubilize mineral
phosphate is attributed to the secretion of a variety of low
molecular weight organic acids, mainly gluconic acid, gen-
erated through the direct oxidation pathway of glucose via
glucose dehydrogenase (GDH) quinoprotein. This enzyme
requires pyrroloquinoline quinone (PQQ) as a cofactor, and
bacteria that synthesize PQQ have between four and seven
genes (pqgABCDEF/G), which are organized in an operon
(Choi et al. 2008). These acids can be acetic, lactic, malic,

succinic, tartaric, gluconic, 2-keto-gluconic, oxalic, and
citric acid, derived from the metabolism of sugar in root
exudates, reducing the pH.

The PSR, when associated with roots or even other
parts of the plant, such as leaves, promote plant growth
(Tang et al. 2020; Nascente et al. 2017). These bacteria
can remain within the host plant, including parts of aerial
and underground plants, using it as a protective ecological
niche and establishing a mutualistic relationship with the
plant, promoting the growth of the host plant and stimulat-
ing it to tolerate stress conditions (Chebotar et al. 2015).
The colonization process generally starts in the roots and
requires the recognition of specific compounds in radicular
exudates. However, the aerial parts of the plants, including
stems, leaves, flowers, and cotyledons, can also be colonized
(Afzal et al. 2019).

The present study searches in the genomic analysis of S.
marcescens to evidences of its beneficial properties for plant
growth and relates some of the genes involved in phosphorus
solubilization, biofilm, and growth promotion. Considering
the foregoing, this study aimed to register the ability of the
rhizobacterium S. marcescens to endophytically colonize,
solubilize phosphorus, model root system architecture
in vitro, and promote plant growth.

Materials and methods
Microorganism

The rhizobacterium Serratia marcescens (BRM32114) used
in the tests is a bacterial strain isolated from the rhizosphere
of rice plants and belongs to the Multifunctional Collection
of Microorganisms at Embrapa Rice and Beans. The isolate
was multiplied in Petri dishes containing nutrient agar (NA)
culture medium and incubated for 48 h at 28 °C.

Sequencing and genome annotation

For the extraction of genomic DNA from the bacterial iso-
late, we used the protocol provided by Federal Laboratories
of Agricultural Defense (LANAGRO), which uses CTAB
detergent as extraction buffer (2% CTAB; 2% w:v; 100 mM
Tris/HCIL, pH 8.0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl). The integ-
rity and quality of DNA extracted in the previous step were
checked by a 1% agarose gel, and the DNA concentration
was determined using a NanoDrop® 2000 Spectropho-
tometer (Thermo Scientific, Dreieich, Germany). A DNA
library was prepared according to the manufacturer’s proto-
col. The bacteria’s genome was sequenced on the Illumina
HiSeq 4000 platform (Illumina, San Diego, CA), and two
pair-end libraries were generated. In total, approximately
37 million reads were generated, with sizes ranging from
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35 to 151 bp (for each of the libraries). Low-quality bases
and adapter sequences were removed using Trimmomatic
software (Bolger et al. 2014). The sequenced reads were
de novo assembled using SPAdes v. 3.15.4 software (Bank-
evich et al. 2012; Prjibelski et al. 2020), with the following
parameters: coverage cutoff, 77; k-mers of 91,99,117,127,
and isolate mode. The draft genome was annotated using
the Prokaryotic Genome Rapid Annotation (PROKKA) v.
1.14.6 (Seemann 2014), rapid annotation using Subsystem
Technology (RAST) v. 2.0 (Aziz et al. 2008; Overbeek et al.
2014) software, and NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP) (Tatusova et al. 2016).

Seeds microbiolization

Rice seeds of cultivar BRS-Esmeralda (ESM) were pre-
viously disinfected in 7.5% (v/v) sodium hypochlorite for
7 min, alcohol at 70% (v/v) for 5 min, and three washes
in distilled water (1 min each). At the end, the seeds were
spread over a filter paper, within the laminar flow cabinet
for drying. Subsequently, the rice seeds were added to the
bacterial suspension (1 X 10® CFU/mL) of the BRM32114
alone, grown in nutrient broth (CN) (8 g/L) at 28 °C for
24 h under constant agitation at 150 rpm. Then, the seeds
remained under agitation at 150 rpm for an additional period
of 24 h at 29 °C. The seeds, from the control treatment, were
immersed into CN and kept under agitation and temperature
conditions. At the end of the process, the seeds were spread
over a filter paper, within the laminar flow cabinet for drying
(Filippi et al. 2011).

Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus
solubilization in in vitro cultivation

In an entirely randomized design, with two treatments
and four repetitions, seeds of S. marcescens (BRM32114)
microbiolized (T1) and non-microbiolized (T2) rice cultivar
BRS-Esmeralda were sown in test tubes containing culture
medium enriched with culture medium NBRIP with adapta-
tions (KCL, 0.4 g; (NH4),SO,, 3 g; agar, 5 g; distilled water,
1 L), containing the non-labile phosphorus source (100 mL
of K,HPO, solution at 10% and 50 mL of CaCl, solution at
10% and pH 7.0), and kept in a growth chamber, photoperiod
of 12 h of light, and temperature of 28 °C.

Twenty days after planting, the roots were removed from
the tube, cleaned to remove the excess culture medium, and
then scanned, using a CI-600 Cano Scan scanner (CID Bio-
Science, Version 3.1.19). The images were analyzed with
the WinRhizo Pro 2012b program, estimating the values of
surface area (SA) and total root volume (RV), thick roots
(@> 2.0 mm), thin roots (>0.5 @ <2.0 mm), and very thin
roots (@ below 0.5 mm), according to Bhom (1979).

@ Springer

Efficiency of BRM32114 in endophytically colonizing
the rice seedling and solubilization of phosphorus
in NBRIP medium

Rice seedlings were segmented into root, sheath, and leaf
sections of approximately 2.5 cm, and sterilized in sodium
hypochlorite solution at 7.5% (v/v) for 7 min, alcohol at
70% (v/v) for 5 min, and three washes in sterile distilled
water (for 1 min each). The seedling cuttings were trans-
ferred to 60-mm Petri dishes containing NBRIP (National
Botanical Research Institute) culture medium (glucose, 10 g;
MgCl, (H,0, 5 g; MgS0,, 0.25 g; KCI, 0.2 g; (NH,),SO,,
0.1 g; agar, 15 g; distilled water, 1 L; pH 7.0) containing
insoluble phosphate (dicalcium phosphate, CaHPO,), which
was separately autoclaved in 100 mL of K,HPO, solution
at 10% (2.5 g) and 50 mL of CaCl, solution at 10% (1.25 g)
according to Sylvester-Bradley et al. (1982). The plates, in
triplicate, were incubated at 28 °C for 48 h.

After the incubation period, the formation of a light halo,
in the culture medium, around the seedling segment, indi-
cated the presence of phosphate-solubilizing bacterial cells.
The bacterial cells were transferred to a nutrient agar (NA)
medium for subsequent morphological identification.

Scanning electron microscopy (SEM)

Fragments of root, sheath, and leaf of the seedlings were
fixed in glutaraldehyde 2.5%, in phosphate-buffered saline
for 24 h at 23 °C, in the absence of light. Then, the sam-
ples were washed three times in 0.1 M phosphate buffer for
10 min and dehydrated using an ascending series of ethanol
concentrations (30, 40, 50, 60, and 70% ethyl alcohol) and
kept at 70% until the day of visualization. Subsequently, the
samples were subjected to final drying steps, in the CO,
critical point (Autosamdri® device, 815, Series A), and
transferred to stubs, where they were subjected to metal-
lization with the Denton Vacuum sputter device, VA Dec.
Metallized stubs were viewed with SEM-JEOL device, JISM-
6610, equipped with EDS, Thermo Scientific NSS Spectral
Imaging, to obtain the images.

Confirmation of S. marcescens presence in cuts
of rice seedlings

After verifying endophytism in rice seedlings, a PCR
(polymerase chain reaction) experiment was conducted
using eight pairs of primers that were specifically designed
for S. marcescens (Table 1), based on the sequencing of
the species’ genome (available on NCBI under the code
KX378747), in order to confirm if the bacteria that colo-
nized the seedlings belonged to the species of interest.
The regions tested refer to fragments of the 16S ribosomal
RNA gene region, which show nucleotide variation among
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Table 1 Information on the sequences of eight pairs of primers used
for endophytic bacteria identification test in cuts of rice seedlings
(BRS-Esmeralda). Tm, melting temperature

Primer ID  Sequence Tm Product size (bp)

46_1_F TTGGGCTCCGTTTCCGCC 59 166 bp
TA

46_1_R TGCCCGGATACAACGCCT
CA

46_2_F AGCGCCCGTTCTCTGTGG  58.3 230bp
AT

46_2 R CCCCGACCCTTCATGCGT
TC

46_5_F CGTTCCCGCTGTGCGTAG  59.2 181bp
AC

46_5_R CAGCCCAGCCCTGACAAC
AG

46_6_F TACCCGTGTGACCTGAAC 60 221bp
AA

46_6_R CCGTTAAGTCGGATGACG
TT

235_4 F GAGTACATTTCCCGCGTG 60 237 bp
TT

235_4 R  GAACTCGCTCTGCGGAAT
AC

235_13_F GCTGCGCCCCTCTTTGGT 60 158 bp
TG

235_13_R GTTGCCGGCACCAGGGAA
AC

235_14_F CTGCGCCCCTCTTTGGTT 60 157 bp
GC

235_14_R GTTGCCGGCACCAGGGAA
AC

235_15_F CGCCAGGAACAGCAAAGC 60 166 bp
CC

235_15_R CGCCGTGGCTTTCCGTCA
AC

different bacterial species. For this purpose, we used non-
microbiolized samples (negative control) and microbiolized
samples, determined by the following information: 1_ERC,
which corresponds to the root cut of the control sample;
2_EBC, which corresponds to the sheath cut (also from the
control sample); 4_EBM, corresponding to the sheath cut of
the microbiolized sample; and 5_ERM, which corresponds
to the root cut that was also microbiolized. Samples 1 and
2, therefore, were used as negative controls.

Bacterial isolates had their DNA extracted using the
CTAB 2% method, as previously described. After extraction,
DNA samples were quantified in a spectrophotometer (Nan-
oDrop 2000) and then diluted to a working concentration of
25 ng/uL. PCR reactions were performed using the GoTaq®
Master Mix kit from Promega™, following the instructions
for use, with a final concentration of 2.5 ng of template DNA
and 1.0 uM of each primer in a final volume of 15 pL.

Amplifications of DNA samples via PCR touchdown
were conducted following the steps described by Korbie and
Mattick (2008), with the following temperature settings: in
the annealing step of phase 1, an initial temperature of 70 °C
was used, decreasing 1° per cycle, and in phase 2, also in
the annealing step, a fixed temperature of 55 °C was used.
Amplification of genomic loci was confirmed by horizontal
electrophoresis on a 3% agarose gel, stained with ethidium
bromide, and subjected to UV light.

Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus
solubilization in greenhouse

The assay was conducted in a greenhouse, in plastic cups
containing 500 g of soil, which was collected from the
Cerrado area, classified as Dystrophic Red Latosol, tier
0-20 cm of non-cultivated area, which experienced the fol-
lowing chemical characteristics: pH=>5.4; Ca=2.2 mg/dm?;
Mg=0.7 cmolc/dm3; HY +AP*=25 cmolc/dm3; P=0.3 mg/
dm?; K=79 mg/dm3; Cu=2.3 mg/dm3; Zn=0.9 mg/dm3;
Fe =35 mg/dm?; Mn =35 mg/dm?; and M.0=2.4%. The soil
was supplemented with urea, ammonium sulfate, and potas-
sium chloride at doses of 80 mg/kg of soil, respectively, and
25 mg/kg of zinc sulfate. Triple superphosphate was used as
a phosphorus source, at a high phosphorus rate of 500 mg/
kg and a low phosphorus rate of 50 mg/kg of soil. For the
control treatment, no fertilization was performed. For the
cultivation of upland rice, low phosphorus (P) levels range
up to 2.6 mg dm= of P, medium levels are between 3.1 and
6 mg dm~> of P, and high levels are above 6 mg dm~> of P
(Santos et al. 2006).

The assay was conducted in a completely randomized
design (CRD), consisting of six treatments with six repeti-
tions. Microbiolized and non-microbiolized seeds from cul-
tivar BRS-Esmeralda were used to compose the following
treatments: T1, no phosphate fertilization — Bac (no fertili-
zation with phosphorus and non-microbiolized seeds); T2,
no fertilization + Bac (no phosphate fertilization with phos-
phorus and microbiolized seeds); T3, low phosphorus —Bac
(fertilization with low phosphorus and non-microbiolized
seeds); T4, low phosphorus + Bac (low phosphorus fertiliza-
tion and microbiolized seeds); T5, high phosphorus —Bac
(high phosphorus fertilization and non-microbiolized seeds);
T6, high phosphorus + Bac (high phosphorus fertilization
and microbiolized seeds). The microbiolization process was
conducted as described in item 2.2 (Filippi et al. 2011).

The plants were kept under controlled conditions, and
at 30 days after seeding (DAS), plant height (PH), dry
aboveground biomass (65 °C for 72 h) (AGBM), root
(RBM), and total (TBM) were determined. The root vol-
ume was calculated by the test tube method, in which
roots were submerged in a graduated tube with a known
volume of distilled water, the volume being determined
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by the difference between the initial and final volume
of the container. For leaf phosphorus content (LPC), the
leaves were collected, washed, dried, and ground accord-
ing to Oliveira (1979).

Statistical analysis

We used the SPSS (Statistical Package for the Social
Science) program to perform the statistical analyses.
The data from both assays were subjected to an analy-
sis of variance, and when the F-test was significant, the
means from in vitro phosphorus solubilization assay were
compared by the T-test (p <0.05), and from the green-
house assay, the means were compared by Tukey’s test
(p <0.05).

Results
Analysis of the BRM32114’s draft genome

The sequenced genome of S. marcescens strain BRM32114
generated approximately 30 million reads for each library,
with an average length of 100 bp and coverage of 875 %. The
genome of S. marcescens BRM32114 assembled de novo
has approximately 5.19 Mbp and comprises 23 contigs, with
an overall G+ C content of 59.5%. The genome contains
5020 predicted genes, of which 4818 are predicted protein-
coding genes (CDS). Furthermore, 105 misc_RNA genes,
11 rRNA genes, 85 tRNA genes, and one tmRNA were
predicted. Among these genes, some are important in the
context of phosphorus solubilization (Table S1), biofilm for-
mation (Table S3), and endophytic colonization (Table S4),
with particular emphasis on those present in Table 2.

Table 2 Genes present in the genome of the S. marcescens BRM32114 strain involved in phosphate solubilization, quorum sensing, and biofilm

formation

Phosphate solubilization

Metabolic processes Locus_tag Gene
Pentose phosphate pathway BRMSMARC_01454 gdhA_1
BRMSMARC_03615 gdhl
BRMSMARC_04562 gdhA_2
Oxidative phosphorylation BRMSMARC_00236 ppk
BRMSMARC_03212 ppa
Phosphonate and phosphinate metabo- BRMSMARC_02581 phnX
lism
Organic phosphoester hydrolysis BRMSMARC_01656 phoA
Others BRMSMARC_04939 pgqE
BRMSMARC_04940 pgqD
BRMSMARC_04941 pgqC
BRMSMARC_04942 pgqB
V5791_24350 PgqA
V5791_03960 pqqU
V5791_24325 pqqF
Quorum sensing and biofilm formation
Metabolic processes Locus_tag Gene
Type IV (T4SS) BRMSMARC_04163 bcsZ
Quorum sensing and biofilm formation BRMSMARC_00394 pgaA
BRMSMARC_00395 pgaB
BRMSMARC_00396 pgaC
BRMSMARC_00397 pgaD

EC number COG

Function descriptions

14.1.3 334 Glutamate dehydrogenase

1.1.1.47 1028 Glucose 1-dehydrogenase 1

14.14 334 NADP-specific glutamate dehydrogenase
2.74.1 855 Polyphosphate kinase

3.6.1.1 221 Inorganic pyrophosphatase

3.11.1.1 637

3.1.3.1 1785
1.21.98.4 535

1.3.3.11 5424

- 1235

3.4.24.- -

COG
3405

EC number
32.14

3.5.1.- 726

2.4.1.- 1215

Phosphonoacetaldehyde hydrolase

Alkaline phosphatase

Pyrroloquinoline quinone biosynthesis
protein PqqE

Pyrroloquinoline quinone biosynthesis
peptide chaperone PqqD

Pyrroloquinoline quinone synthase PqqC

Pyrroloquinoline quinone biosynthesis
protein PqqB

Pyrroloquinoline quinone precursor
peptide PqqA

TonB-dependent receptor PqqU

Pyrroloquinoline quinone biosynthesis
protein PqqF

Function descriptions

Endoglucanase

Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine
export protein

Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine
N-deacetylase

Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine
synthase

Biofilm PGA synthesis protein PgaD
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Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus
solubilization in cultivation in vitro

Plants treated with the BRM32114 alone, S. marcescens,
experienced changes in radicular system architecture with

significant gains (p <0.05) (Fig. 1). Treated plants expe-
rienced increases in root surface area (61.5%), volume
(31.5%), total length (101%), thickness (@ > 2.0 mm), and
thin roots (0.5 > @ < 2.0 mm) of 22.64 and 21.5%, respec-
tively, and of 214.5% in very thin roots (@ < 0.5 mm).

a
84 44 a
_ 2 03 b
£ 7 =
= Y b )
g 64 _: 3 ;
-1 ;
¢ b ::: 202
]
£ i, :
w44 @ <7 g
5 -
g 2
&
0.1 4
24 1A
0 0 0,0
Control BRM 32114 Control BRM 32114 Control BRM 32114
h i j
1
16 1 1.8 18
a
14 16 a 1.6 a
=14 ~14
~1.21 £ b £
£ H H
5 =12 w2
210 A e s
S o <
s S0 10
=08 £ »
] pe 2
g A0S 208 1
_EOJ» 1 £ H b
g £06 E0,6 A
Foad 2 £
K044 Z04
5
0, 02 02
00 ) BRM 32114 0.0 0.0
Control ! Control BRM 32114 Control BRM 32114

Fig. 1 Size and root area of plants from cultivar BRS-Esmeralda,
treated and not treated with S. marcescens BRM32114, at 20 DAS
after cultivation in a culture medium containing non-labile phospho-
rus in vitro. a Rice plant cultivation in a medium supplemented with
non-labile phosphorus. Left side: control, right side =microbiolized.
b Control plant root. ¢ Microbiolized plant root. d Control and micro-

biolized plant. e Root surface area; f total length; g root volume; h
thick roots; i thin roots; j very thin roots. The means followed by dif-
ferent lower-case letters are significantly different at P=0.05 accord-
ing to the 7-test using SPSS v.16.1 software. The experiment was
repeated three times
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Endophytic colonization of Oryza sativa by S.
marcescens

The presence of endophytes was noted in seedling cuts. Root
and sheath segments of plants treated with BRM32114,
deposited in a culture medium indicating phosphorus sol-
ubilization, showed the formation of a halo (light zone)
(Fig. 2e). Solubilization was only noted in segments of
treated plants, indicating the presence of inorganic phos-
phate-solubilizing bacteria, which remained in interaction
with the plant, growing endophytically. Colonies grown
around the treated segments (Fig. 2e) were transferred
to new Petri dishes containing NA culture medium. We
observed the formation of colonies (Fig. 2f-g), with the
coloration and morphology of BRM32114, indicating the
likely presence of this bacteria inside the segments deposited
in the culture medium (Fig. 2e, f, and g).

Root and sheath segments of plants not treated with
BRM32114, deposited in a culture medium indicating
phosphorus solubilization, did not show a halo formation
(Fig. 2a). However, the growth of bacterial colonies was
noted around the root, stems, and sheath segments. These
colonies were transferred to Petri dishes containing NA cul-
ture medium. Colony formation can be seen in Fig. 2a, b, c,
and d, with coloration and morphology different from that of

BRM32114, indicating the presence of naturally endophytic
species in rice.

In the molecular analysis, we observed that for the
negative controls (1_ERC and 2_EBC; Fig. 2b, c, respec-
tively), there was no amplification of the eight tested loci,
whereas the two samples of bacterial isolates (4_EBM and
5_ERM; Fig. 2g, f, respectively), with reddish-pink colora-
tion, showed amplification for the same loci (Fig. 3). This
indicates that the endophytes found in rice indeed belong
to the S. marcescens. We can reach this conclusion since
the molecular markers designed for the species were ampli-
fied for the eight tested loci (4_EBM and 5_ERM), whereas
for the white-cream-colored bacteria (1_ERC and 2_EBC),
these same regions did not amplify (Fig. 3).

Scanning electron microscopy (SEM)

The presence of bacterial cells and biofilm was recorded by
SEM images (Figs. 4 and 5), by 20 days after inoculation
of rhizobacteria S. marcescens, in both segments, the root
and sheath. Images of the treated root (Fig. 4d, e, and f) and
sheath (Fig. 5d, e, and f) cuts show the presence of micro-
colonies (red arrow) and biofilm (yellow arrow) in higher
abundance than in the root (Fig. 4a, b, and c) and sheath
(Fig. 5a, b, and c) segments not treated with BRM32114.

Microbiolized

Fig.2 Endophytic colonization of rhizobacteria in rice seed-
lings and phosphate solubilization capability in NBRIP culture
medium. a Control (root (R), sheath (S), and leaf (L) cut in NBRIP
medium); b, ¢, d isolation of endophytes from nutrient agar control

@ Springer

plate. e BRM32114 (root (R), sheath (S), and leaf cut (L) in NBRIP
medium). f, g Isolation of endophytes from the root (f) and sheath (g)
cuts of the plate with microbiolized treatment. The experiment was
repeated three times
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461 462 465 466

Fig.3 Agarose gel electrophoresis (3%) of the PCR product of eight
loci from DNA samples of four bacterial isolates. This gel reveals
that samples 4_EBM and 5_ERM (represented by numbers 1 and 2,
respectively), isolated from rice seedling cuts, correspond to the bac-
terial species Serratia marcescens and confirm its endophytism in the
plant. M: molecular marker of known size (1 kb plus, Invitrogen);
positive controls: (1) sample 4_EBM; (2) sample 5_ERM isolated

100pm CRTI
3 WD

9. 1mm

Fig.4 Scanning electron microscopy of a cross-section of rice root
microbiolized (d, e, f) with S. marcescens in seed treatment and con-
trol treatment (a, b, ¢). Biofilm (BF) production by endophytes asso-

Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus
solubilization in vivo cultivation

Plants from cultivar Esmeralda treated with BRM32114

235_4 235_13 235 14 235_15

from microbiolized rice seedlings BRS-Esmeralda, obtained from
root cut; negative controls: (3) sample 1_ERC isolated from non-
microbiolized rice seedlings BRS-Esmeralda, obtained from sheath
cut, respectively; (4) sample 2_EBC, isolated from non-microbiolized
rice seedlings BRS-Esmeralda, obtained from root cut. The numbers
correspond to the loci ID. The experiment was repeated three times

ciated with the sheath cell wall. a, b and ¢ = control. d, e and f =
microbiolized. BF = Biofilm. The experiment was repeated three
times

showed increases in aboveground and root biomass, even
under low phosphorus levels (Fig. 6). The following
results were observed for each variable:
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Fig.5 Scanning electron microscopy of a cross-section of rice sheath
microbiolized (d, e, f) with S. marcescens in seed treatment and
control treatment (a, b, ¢). Biofilm (BF) production by endophytes
associated with the sheath cell wall. Microcolony (MC) formation
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Fig.6 Height and dry biomass of cv Esmeralda plants treated and
not treated with the isolate BRM32114, under different levels of
phosphorus fertilization. a height; b root volume; ¢ aboveground
dry mass; d root dry mass; e total dry mass; f leaf phosphorus con-
tent. — Bac, not microbiolized; +Bac, microbiolized; no phosphate
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in microbiolized treatment with coccoid shape associated with the
sheath cell wall. a, b and ¢ = control. d, e and f = microbiolized. BF
= Biofilm. MC = Microcolonies. The experiment was repeated three
times
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fertilization; low phosphorus; high phosphorus. The means followed
by different lower-case letters are significantly different at P=0.05
according to the Tukey test using the SPSS v.16.1 software. The
experiment was repeated three times
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Plant height Plants grown with no phosphorus fertilization
showed no significant difference with and without bacteria.
Plants with low phosphorus treated with bacteria grew more
than plants without bacteria, an increase of 26.5%. When
compared to plants without phosphorus fertilization, only
the bacteria treatment at low phosphorus differed statisti-
cally, with a 41% increase in height. High phosphorus plants
did not differ statistically, but when compared to plants with-
out phosphorus fertilization, there was an increase of up to
56% in height with the bacteria treatment. And as for low
phosphorus, plants with high phosphorus bacteria differed
only from plants without bacteria, with an increase of 34.5%.

Root volume Plants grown with no phosphorus fertilization
showed no significant difference with and without bacteria. A
78.5% increase in root volume was observed in plants treated
with bacteria compared to untreated plants. When compared
to plants treated without phosphorus fertilization, only the bac-
teria treatment at low phosphorus differed statistically, with an
increase of 92% in root volume. In high phosphorus plants, the
root volume was superior in plants treated with bacteria with
an increase of 62%. It was also noted that the root volume in
treated and untreated high phosphorus plants was similar to
treated and untreated plants at low phosphorus, respectively.
When comparing plants treated without fertilization, high
phosphorus-treated plants provided an increase of up to 117%.

Dry mass of aerial part Plants treated and untreated with
bacteria and grown at low phosphorus conditions were
similar in aboveground dry mass. When grown at low
phosphorus, the bacteria-treated plants had a higher weight
compared to the untreated plants at low and no phosphorus
fertilization, an increase of 78% and 159.50%, respectively.
In treated and untreated plants cultivated with high phospho-
rus, there was no statistically significant difference between
them, but they were higher compared to low phosphorus
plants, with an increase of 28% for treated and 127.5% for
untreated. When comparing plants without phosphorus fer-
tilization, the treatment with high phosphorus bacteria pro-
vided an increase of up to 232.5%.

Dry mass of root Plants grown with no phosphorus ferti-
lization showed no significant difference with and without
bacteria. Plants under low phosphorus and treated with bac-
teria showed a higher dry mass in the roots when compared
to plants with no bacteria, with an increase of 76%. When
compared to plants without phosphorus fertilization, the
bacteria treatment at low phosphorus increased by 108%.
Plants treated and untreated with high phosphorus were
similar in weight. When compared to low phosphorus, the
treated plants were similar, only differing from untreated
plants with an increase of 88%. As for plants not fertilized
with phosphorus, the increase was up to 122%.

Total dry mass Plants treated and untreated with bacteria
cultivated with no phosphorus fertilization showed the same
total dry mass. Plants under low phosphorus and treated with
bacteria showed greater biomass when compared to plants
with no bacteria, an increase of 77%. Compared with plants
not fertilized with phosphorus, the increase was 118.5%.
Plants treated and untreated with high phosphorus were
similar in weight. When compared to low phosphorus, the
treated plants were similar, differing only from the untreated
plants with an increase of 111.5%, and 181% compared to
the plants not fertilized with phosphorus.

Phosphorus content in aerial part tissue At low phos-
phorus, the accumulation of leaf phosphorus in bacteria-
treated plants was greater than in untreated plants, an
increase of 252%. Plants treated with low phosphorus
treated with bacteria accumulated more leaf phosphorus
than untreated plants, an increase of 65%. When compared
to plants without phosphorus fertilization, with low phos-
phorus, bacteria differed statistically, with an increase of
769.5% in leaf phosphorus content. In high phosphorus
plants, the treatment with bacteria increased the leaf phos-
phorus by 102.5%. In the low phosphorus treatment, plants
treated with bacteria showed higher phosphorus content in
the leaves, an increase of 149%, when compared to plants
not treated with bacteria. Low phosphorus bacteria-treated
plants accumulated a greater amount of leaf phospho-
rus when compared with the other levels, an increase of
829.5% compared to plants untreated with bacteria with
no phosphorus fertilization.

Discussion

In this study, the rhizobacteria S. marcescens positively and
significantly influenced the architecture of the root system
of rice plants cultivated in vitro in a medium with a source
of non-labile phosphorus, most significantly in very thin lat-
eral roots, with an increase of 214.5%. In the greenhouse,
plants treated with bacteria in an environment with limited
phosphorus (low phosphorus) obtained significantly higher
increases than untreated plants in the parameters of height
and biomass; they also accumulated phosphorus in leaves
and were statistically equal to plants cultivated with high
phosphorus.

Rhizobacteria can increase the number and/or length of
lateral roots (Chamam et al. 2013), stimulate root hair elon-
gation, and consequently, improve the absorption of minerals
and water and promote plant growth (Vacheron et al. 2013).
In upland rice cultivation, these factors are of critical impor-
tance because a well-developed root system explores greater
soil volume, thus ensuring plant adaptability to secure suffi-
cient uptake of P and other nutrients (Guimaraes et al. 2007).
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BRM32114 solubilized the non-labile phosphorus added
to the culture medium, which may explain how plants treated
with BRM32114 promoted better root development, espe-
cially secondary roots, which are important means of nutri-
ent uptake. The solubilization of non-labile phosphorus by
rhizobacteria occurs by the action of organic acids, such
as acetic, citric, formic, malic, oxalic, and gluconic acids,
which are released into the medium through the glycometa-
bolic pathway, accompanied by a fall in pH value (Zeng
et al. 2022). Among these, gluconic acid is considered the
predominant organic acid in phosphate solubilization (Xie
et al. 2021). The production of gluconic acid requires glu-
cose dehydrogenase and its cofactor pyrroloquinoline qui-
none (PQQ) (Holguin and Glick 2001; Vessey 2003). The
genes encoding PQQ-dependent glucose dehydrogenase
and the operon consisting of pqq ABCDEEF, necessary for
PQQ biosynthesis, have been identified in the genome of
BRM32114. Additionally, other relevant genes involved in
the solubilization process, such as those encoding phosphon-
oacetaldehyde hydrolase (EC 3.11.1.1), inorganic pyrophos-
phatase (EC 3.6.1.1), glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.3),
NADP-specific glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.4), and
alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1), were also found in the
genome of BRM32114.

A study with grass genotypes (Postma, et al. 2014)
showed that plants with more lateral roots adapted more to
P-limited soils, and root hairs contributed to about 70% of
the surface area (Miguel et al. 2015). This value is close to
that obtained by this study, which was 61.5%. In Poaceae,
root hairs and lateral roots are preferentially colonized by
plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), from which
they express beneficial factors for the plant through the
production of phytohormones, secondary metabolites, and
enzymes. PGPR also contribute to plant nutrition through
the mechanisms of nitrogen fixation, phosphorus solubiliza-
tion, indole-3-acetic acid (IAA), and siderophore production
and by modifying root physiology (Vacheron et al. 2013).
The production of phytohormones is a characteristic shared
by bacterial endophytes. It is believed that host plants selec-
tively choose endophytes that possess the ability to produce
indole-3-acetic acid (IAA). These endophytes, when associ-
ated with plants, utilize tryptophan as a precursor for IAA
biosynthesis. The IAA production by the isolate BRM32114
(7.38 ug mL™") has been previously detected in our genome
analysis (Faria et al. 2023). We identified the presence of
genes involved in TAA biosynthesis and the precursor tryp-
tophan. BRM32114 successfully colonized root (R) and
sheath (S) sections, forming halos around these segments.
The isolates were then transferred to the National Botanical
Research Institute (NBRIP) medium, and species-specific
molecular markers were detected.

The verification of phosphorus solubilization potential
was performed in NBRIP medium, and the color change of
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phenol red indicator (C,oH,,05S) represents the medium pH
change, caused by the secretion of organic acids or phos-
phatases that allow phosphorus solubilization. In Petri dishes
containing indicator culture medium (NBRIP), colonies
were found growing around the root and sheath segments
along with halo formation (clear zone). Halo formation
is generally caused by the release of organic acids, which
chelate calcium associated with phosphate and thus make
phosphorus more available (Zeng et al. 2022). Acidification
of the medium (pH = 1.94) during phosphate solubilization
by organic acids produced by S. marcescens has already
been recorded (Mohamed et al. 2018; Chen et al. 2006).
Phosphate-solubilizing bacteria were selected based on halo
zone formation with a solubilization index (3.0—4 SI). Stud-
ies have shown the presence of genes such as pgq (pyrrolo-
quinoline quinone) and gdh (glucose dehydrogenase) that
encode phosphatase activity in S. marcescens (Shakeela
et al. 2017; Ben Farhat et al. 2013).

However, in the control treatment, even after seed
decontamination, other endophytic bacteria, different from
BRM32114, were noted, and they did not show potential to
solubilize phosphorus and were not detected by the species-
specific primers. Endophytic bacteria are characterized as
isolates from sterilized plant tissues that do not cause any
noticeable damage to host plants, and they can be found
within the plant including aerial parts, roots, and seeds,
positively affecting plant development (Santoyo et al. 2016;
Afzal et al. 2019).

Twenty days after treating seeds with the rhizobacteria
S. marcescens, the presence of colonies and biofilm was
observed in abundance by the images captured by SEM. In
previous experiments, endophytic colonization of S. marc-
escens was observed in roots 5 days after inoculation (DAI),
stem, and leaves 7 DAI of rice plants (Gyaneshwar et al.
2001). In the stem, the highest concentration was seen within
the aerenchyma, intercellular spaces, and spaces between
leaf sheaths. In maize plants, bacterial endophytic coloni-
zation was stronger in the lower stem compared to the stem
closer to the apex of the aerial part (Fisher et al. 1992). The
interaction process between bacteria and host plants usually
begins in the roots, where the exudation of compounds spe-
cific to each plant species occurs, which will be recognized
by certain species of bacteria, which may or may not be
endophytic (Afzal et al. 2019). Only bacteria adapted to the
endophytic niche migrate to other tissues, such as the aerial
part. This bacterial movement within the plant is performed
by bacterial flagella and the plant’s transpiration flow (Com-
pant et al. 2005).

The migration of endophytic bacteria along intercellu-
lar spaces also requires the secretion of cell wall-degrading
enzymes, such as cellulase and pectinase. Then, the bac-
teria can colonize, by forming microcolonies and/or bio-
films (Afzal et al. 2019). Biofilms are extracellular matrices
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consisting of exopolysaccharides, proteins, and nucleic acids
(Zboralski and Filion 2020). Rhizobacteria, with good bio-
film production, enhance plant growth-promoting activities,
especially plants under biotic and abiotic stress conditions
(Santoyo et al. 2021). The images captured by SEM (Figs. 4
and 5) indicate that biofilm production was more intense in
the sheath cut in both treatments. The microbiolized treat-
ment with S. marcescens produced a larger amount of bio-
film, and its presence was visualized in the NBRIP medium
sections and confirmed by PCR.

Gamalero et al. (2003) reported that bacteria did not uni-
formly colonize the host plant root system. Factors, such as
root exudation, bacterial quorum sensing, bacterial growth
rate, and production of antagonistic substances, can influ-
ence the root colonization process (Compant et al. 2010).
These factors may explain the less expressive presence of
endophyte clusters in the root cut in the present study. We
did not observe the presence of microcolonies in roots, as
found in the sheath cut, indicating that the rhizobacteria S.
marcescens resides in a more pronounced way in the plant
sheath, which is noticeable by the formation of microcolony
clusters and biofilm arrangements.

The root exudates can activate bacterial genes involved
in plant adhesion and colonization, including those encod-
ing fimbriae, flagella, and plant cell wall-degrading enzymes
such as endoglucanases, quorum sensing systems, and secre-
tion systems (Gémez-Godinez et al. 2023; Kandel et al. 2017;
Afzal et al. 2019). It is known that secretion systems (SS) are
complex, and in the interaction between bacteria and plants,
secretion systems such as Type II (T2SS), Type III (T3SS),
and Type IV (T4SS) play roles in symbiosis, such as bacte-
ria entering plant cells (Green and Mecsas 2016; Gupta et al.
2024), and secretion of multiple biochemical substances. In the
genome of BRM32114, genes predicted to be involved in Type
IL, I, and IV secretion systems were found. Reinhold-Hurek
and Hurek (2011) reported that Type I and Type II secretion
systems were observed in the genomes of 11 endophytes and
various Rhizobia strains. Tsyganova et al. (2021) highlight the
importance of these systems in symbiotic interaction with host
plants, including Type III and IV. For example, through the
T3SS, called the injectosome, effector proteins are injected
through bacterial membranes into the cytosol of host cells,
from where they can modulate a variety of host cell functions,
including immune and defense responses.

Our results in the greenhouse confirmed that S. marces-
cens influenced the root system of plants and increased plant
height by 41% and 56%, root volume by 92% and 117%, root
biomass by 108% and 122%, and total biomass by 119% and
181%, values referring to low phosphorus and high phospho-
rus, respectively. Similar increases were obtained by bacte-
rial isolates from the rhizosphere of rice plants, promoting
increases of 22% in plant height, 46% in root biomass, and
60% in total biomass in the greenhouse (Filippi et al. 2011).

Previous studies conducted at Embrapa Rice and Beans also
demonstrated the efficiency of the isolate BRM32114 in cul-
tures comprising the cultivation system such as soybean,
corn, and bean (Martins 2015; Martins et al. 2020; Nascente
et al. 2017; Sperandio et al. 2017; Rezende et al. 2021; Silva
et al. 2022; Frasca et al. 2022; Cruz et al. 2022).

Seeds of the cultivar BRS-Esmeralda treated with S.
marcescens and grown on low phosphorus developed in
size, biomass, and accumulated phosphorus in leaves, sta-
tistically equal to high phosphorus-grown plants. The results
confirmed that BRM32114 promoted plant growth under
limited P availability. This may be related to the higher prev-
alence of S. marcescens in the low-P environment. Accord-
ing to Mander et al. (2012), the prevalence and diversity
of rhizobacteria in the low-P environment are higher than
in soil with a high level of P available, regardless of the
rhizosphere, and their solubilization capacity is severely
reduced at high phosphorus, which is caused by selection
pressure and deprivation of P ions for phosphate solubili-
zation. Phosphate-solubilizing rhizobacteria can dissolve
phosphate organic compounds through phosphatase and
phytase enzymes, making P available and promoting plant
growth (Quinn et al. 2007). Serratia sp. is described as a
diazotrophic endophytic rhizobacterium producing indole-
3-acetic acid, cellulase, phosphatase, siderophore, and ACC
deaminase (Sarathambal et al. 2015; Martins et al. 2020).

This study showed that rice plants treated with the rhizo-
bacteria S. marcescens showed increases in leaf tissue phos-
phorus content by 65% and 102.5% at low phosphorus and
high phosphorus, respectively. A study with S. marcescens
(BRM32114) showed that the cultivation of upland rice in
low nitrogen (N) soil was more effective than in high N soil.
Rice treated with BRM32114 experienced an increase in
N (7%), Ca (11%), and Mg (9%) content (Nascente et al.
2019). Chea et al. (2021) noted that rhizobacteria Variovorax
paradoxus, Azoarcus sp., Azospirillum sp., Bacillus subtilis,
and Pseudomonas sp. significantly improved root and above-
ground biomass, total root length, and root surface area by
32-45% in potato plants grown at low P levels (PO, P1, P2)
mg PL~! and increased P concentration in all plant parts in
the P30 solution (30 mg PL™!), corroborating our results.

Conclusion

Serratia marcescens isolate BRM32114 solubilizes non-
labile P and endophytically colonizes upland rice plants. We
showed that this interaction led to changes in the architecture
of the plant’s root system, a benefit highlighted in this study
and attributed to this rhizobacterium’s ability to solubilize
phosphorus, making it possible to grow crops with lower
phosphorus levels.
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Capitulo 1

Levantamento e caracterizacio gendmica de Serratia marcescens sobre endofitismo, biofilme e solubilizacido de fésforo em plantas de arroz

Supplementary material

Tables

Table S1. Summary of genes present in the genome of Serratia marcescens strain BRM32114 involved in the availability of phosphorus.
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Metabolic processes Locus_tag Gene EC number COG Function descriptions
BRMSMARC 02526  ppsA 2.79.2 574 Phosphoenolpyruvate synthase
BRMSMARC 02527 PPSR 2.7.11.33 1806 Phosphoenolpyruvate synthase regulatory protein
BRMSMARC 02870  ppsC 2.3.1.41 Phthiocerol synthesis polyketide synthase type I PpsC

. BRMSMARC 01132 pykA4 2.7.1.40 469 Pyruvate kinase I

Pyruvate metabolism .
BRMSMARC 02512 PYkF 2.7.1.40 469 Pyruvate kinase I
BRMSMARC 02619 pckAd 1 4.1.1.49 1866 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
BRMSMARC 04650 pckA 2 4.1.1.49 1866 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
BRMSMARC 04861 ppc 4.1.1.31 2352 Phosphoenolpyruvate carboxylase
BRMSMARC 01454  gdhA 1 1.4.1.3 334 Glutamate dehydrogenase
BRMSMARC 03615 gdhl 1.1.1.47 1028 Glucose 1-dehydrogenase 1

Pentose phosphate BRMSMARC 04562 gdhA 2 14.1.4 334 NADP-specific glutamate dehydrogenase
pathway BRMSMARC 00804 ged 1.1.5.2 4993 Quinoprotein glucose dehydrogenase

BRMSMARC 00410  pgl 1 3.1.1.31 6-phosphogluconolactonase
BRMSMARC 01890  pgl 2 3.1.1.31 2706 6-phosphogluconolactonase
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BRMSMARC 04445  pgl 3 3.1.1.31 2706 6-phosphogluconolactonase
BRMSMARC 04319 gntK I 2.7.1.12 3265 Thermoresistant gluconokinase
BRMSMARC 04612 gntK 2 2.7.1.12 3265 Thermoresistant gluconokinase
BRMSMARC 01574 gnd 1.1.1.44 362 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
BRMSMARC 03860 rpid 53.1.6 120 Ribose-5-phosphate isomerase A
BRMSMARC 02715  prs_ 1 2.7.6.1 462 Ribose-phosphate pyrophosphokinase
BRMSMARC 04636  prs 2 Putative ribose-phosphate pyrophosphokinase
BRMSMARC 03450 deoB 5.4.2.7 1015 Phosphopentomutase
Phosphotransferase BRMSMARC 00344 ptsl 2.7.3.9 1080 Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
system BRMSMARC 00345 ptsH 1925 Phosphocarrier protein HPr
Oxidative BRMSMARC 00236 ppk 2.7.4.1 855 Polyphosphate kinase
phosphorylation BRMSMARC 03212 ppa 3.6.1.1 221 Inorganic pyrophosphatase
peg.503/peg.2376 ppd 4.1.1.1 3961 Phosphoenolpyruvate carboxylase

BRMSMARC 02581  phnX 3.11.1.1 637 Phosphonoacetaldehyde hydrolase
BRMSMARC 03279  phnG 2.7.8.37 3624 Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate synthase subunit PhnG
BRMSMARC 03278  phnH 2.7.8.37 3625 Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate synthase subunit PhnH
BRMSMARC 03277 phnl 2.7.8.37 3626 Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate synthase subunit Phnl

Phosphonate and BRMSMARC 03275  phnK 4107 Putative phosphonates utilization ATP-binding protein PhnK

phosphinate BRMSMARC 03274  phnL 2.7.8.37 4778 Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate synthase subunit PhnL
metabolism BRMSMARC 03273  phnM 3.6.1.63 3454  Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-triphosphate diphosphatase

BRMSMARC 03276  phnJ 4.7.1.1 3627 Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-phosphate C-P lyase
BRMSMARC 03270  phnP 3.1.4.55 1235 Phosphoribosyl 1,2-cyclic phosphate phosphodiesterase
BRMSMARC 03272  phnN 2.7.4.23 3709 Ribose 1,5-bisphosphate phosphokinase PhnN
BRMSMARC 02582  phnW 2.6.1.37 75 2-aminoethylphosphonate--pyruvate transaminase
BRMSMARC 01841  phnO 2.3.1.280 Aminoalkylphosphonate N-acetyltransferase
BRMSMARC 04277  phoU 704 Phosphate-specific transport system accessory protein PhoU

Two-sc;(;rtrélr);)nent BRMSMARC 02199  phoR 2.7.13.3 Phosphate regulon sensor protein PhoR
BRMSMARC 02200  phoB 745 Phosphate regulon transcriptional regulatory protein PhoB




74

BRMSMARC 02684  phoP Transcriptional regulatory protein PhoP
BRMSMARC 02198  pstS 1 226 Phosphate-binding protein PstS
BRMSMARC 04281  pstS 2 226 Phosphate-binding protein PstS
BRMSMARC 04280 pstC 573 Phosphate transport system permease protein PstC
BRMSMARC 04279 pstA 581 Phosphate transport system permease protein PstA
BRMSMARC 04278 pstB 7.3.2.1 1117 Phosphate import ATP-binding protein PstB
BRMSMARC 00239  pstB3 7.3.2.1 1117 Phosphate import ATP-binding protein PstB 3
BRMSMARC 01369  pitd 1 306 Low-affinity inorganic phosphate transporter 1
BRMSMARC 04570  pitd 2 306 Low-affinity inorganic phosphate transporter 1
BRMSMARC 04082 ugpB 1653 sn-glycerol-3-phosphate-binding periplasmic protein UgpB
Transporters BRMSMARC 04081 ugpA 1175 sn-glycerol-3-phosphate transport system permease protein UgpA
BRMSMARC 01353  ugpC I 7.6.2.10 3839 sn-glycerol-3-phosphate import ATP-binding protein UgpC
BRMSMARC 01859 ugpC 2 7.6.2.10 3839 sn-glycerol-3-phosphate import ATP-binding protein UgpC
BRMSMARC 04079 ugpC 3 7.6.2.10 3839 sn-glycerol-3-phosphate import ATP-binding protein UgpC
BRMSMARC 02584  phnS 1840 Putative 2-aminoethylphosphonate-binding periplasmic protein
BRMSMARC 02587 phnV 1 1177 Putative 2-aminoethylphosphonate transport system permease protein PhnV
BRMSMARC 04327 phnV 2 1177 Putative 2-aminoethylphosphonate transport system permease protein PhnV
BRMSMARC 02586  phnU 555 Putative 2-aminoethylphosphonate transport system permease protein PhnU
BRMSMARC 02585  phnT 3842 Putative 2-aminoethylphosphonate import ATP-binding protein PhnT
BRMSMARC 04110 gipT 2271 Glycerol-3-phosphate transporter
BRMSMARC 01656  phoA 3.1.3.1 1785 Alkaline phosphatase
BRMSMARC 04252 phoC 1 3.1.3.2 Major phosphate-irrepressible acid phosphatase
. BRMSMARC 04479  phoC 2 3.1.3.2 Major phosphate-irrepressible acid phosphatase
Organﬁ;gfﬁ‘f;gioe“er BRMSMARC 02621  phy 3.7.14 Phloretin hydrolase
BRMSMARC 01042 appA Oligopeptide-binding protein AppA
BRMSMARC 04078  ugpQ 3.1.4.46 584 Glycerophosphodiester phosphodiesterase, cytoplasmic
BRMSMARC 04111 glp0 3.1.4.46 584 Glycerophosphodiester phosphodiesterase, periplasmic
Others BRMSMARC 02583 phnR 1 2188 Putative transcriptional regulator of 2-aminoethylphosphonate degradation operons
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BRMSMARC 04323 phnR 2 2188 Putative transcriptional regulator of 2-aminoethylphosphonate degradation operons
BRMSMARC 03280 phnF 1 2188 putative transcriptional regulator PhnF
BRMSMARC 03711 phnF 2 2188 putative transcriptional regulator PhnF
BRMSMARC 00989  phoH 1702 Protein PhoH
BRMSMARC 04939  pgqqFE 1.21.98.4 535 PqqA peptide cyclase
BRMSMARC 04940  pgqD PqqA binding protein
BRMSMARC 04941  pgqC 1.3.3.11 5424 Pyrroloquinoline-quinone synthase
BRMSMARC 04942  pgqB 1235 Coenzyme PQQ synthesis protein B
BRMSMARC 00119 purL 6.3.5.3 46 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase
BRMSMARC 00265  purN 2122 299 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase
BRMSMARC 00266  purM 6.3.3.1 150 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
BRMSMARC 00287  purC 6.3.2.6 152 Phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase
BRMSMARC 00469  purF 2.4.2.14 34 Amidophosphoribosyltransferase
BRMSMARC 01091 purT 2.1.2.- 27 Formate-dependent phosphoribosylglycinamide formyltransferase
BRMSMARC 01193  purU 3.5.1.10 788 Formyltetrahydrofolate deformylase
BRMSMARC 02060  purE 5.4.99.18 41 NS5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide mutase
BRMSMARC 02061 purk 6.3.4.18 26 NS5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide synthase
. . BRMSMARC 02501 purR 1 1609 HTH-type transcriptional repressor PurR

Purine metabolism
BRMSMARC 02653 purR 2 HTH-type transcriptional repressor PurR
BRMSMARC 02678  purB 4322 15 Adenylosuccinate lyase
BRMSMARC 03185 purd 6.3.4.4 104 Adenylosuccinate synthetase
BRMSMARC 04878  purH 138 Bifunctional purine biosynthesis protein PurH
BRMSMARC 04879  purD 6.3.4.13 151 Phosphoribosylamine--glycine ligase
BRMSMARC 00170  guaB 1.1.1.205 516 Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase
BRMSMARC 00171 guaA 6.3.5.2 518 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
BRMSMARC 04789 gmk 2.74.8 194 Guanylate kinase
BRMSMARC 02107 ushA 737 Protein UshA
BRMSMARC 00153 ndk 2.7.4.6 105 Nucleoside diphosphate kinase




BRMSMARC 04787 spoT 317 Bifunctional (p)ppGpp synthase/hydrolase SpoT

BRMSMARC 00235 ppx 3.6.1.11 248 Exopolyphosphatase
BRMSMARC 02115 adk 2.743 563 Adenylate kinase
BRMSMARC 01593  pyrE 1 2.4.2.10 Orotate phosphoribosyltransferase
BRMSMARC 04796 pyrE 2 24210 461 Orotate phosphoribosyltransferase
BRMSMARC 01271 pyrF 4.1.1.23 284 Orotidine 5'-phosphate decarboxylase
BRMSMARC 02107 ushA 737 Protein UshA
BRMSMARC 03038 cmk 2.7.4.25 Cytidylate kinase
BRMSMARC 04013  pyrH 2.7.4.22 528 Uridylate kinase
BRMSMARC 00153 ndk 2.7.4.6 105 Nucleoside diphosphate kinase
BRMSMARC 03580 pyrG 1 6.3.4.2 504 CTP synthase
BRMSMARC 04388 pyrG 2 6.3.4.2 CTP synthase
o BRMSMARC 03290 nrdD 1.1.98.6 1328 Anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase
iﬁ:ﬁgﬁi BRMSMARC 00534 nrdA 1.17.4.1 209 Ribonucleoside-diphosphate reductase 1 subunit alpha
BRMSMARC 00029 nrdE 1.17.4.1 209 Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit alpha
BRMSMARC 00533 nrdB 1.17.4.1 208 Ribonucleoside-diphosphate reductase 1 subunit beta
BRMSMARC 00028 nrdF 1.17.4.1 208 Ribonucleoside-diphosphate reductase 2 subunit beta
BRMSMARC 01608 ded 3.54.13 717 dCTP deaminase
BRMSMARC 04798 dut 3.6.1.23 756 Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
BRMSMARC 03972 thyA 2.1.1.45 207 Thymidylate synthase
BRMSMARC 00635  tmk 1 2.7.49 Thymidylate kinase
BRMSMARC 00636  tmk 2 2.7.49 Thymidylate kinase
BRMSMARC 00637  tmk 3 2.74.9 125 Thymidylate kinase
BRMSMARC 02846  tmk 4 2.7.49 125 Thymidylate kinase

Table S2. Identification of genes present in the genome of Serratia marcescens strain BRM32114 involved in the plant hormones production.
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Metabolic processes Locus_tag Gene EC number COG Function descriptions
peg.1374 trpD 2.4.2.18 547 Anthranilate phosphoribosyltransferase
Secondary peg.985 DDC 4.1.1.28 76 Aromatic-L-amino-acid decarboxylase ()
Metabolism/ Auxin Indole-3-glycerol phosphate synthase (EC 4.1.1.48) /
Biosynthesis peg.1373 pClipl 4.1.1.48/5.3.1.24  134/135 Phosphoribosylanthranilate isomerase (EC 5.3.1.24)
BRMSMARC 01236 trpA 4.2.1.20 159 Tryptophan synthase alpha chain
BRMSMARC 01237 trpB 4.2.1.20 133 Tryptophan synthase beta chain

Table S3. Identification of genes present in the genome of Serratia marcescens strain BRM32114 involved Quorum sensing and biofilm formation.

Metabolic processes Locus_tag Gene EC number COG Function descriptions
BRMSMARC 00394 pgaAd - Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine export protein
Quorum sensing and BRMSMARC 00395 pgaB 3.5.1.- 726 Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine N-deacetylase
biofilm formation BRMSMARC 00396 pgaC 24.1.- 1215 Poly-beta-1,6-N-acetyl-D-glucosamine synthase
BRMSMARC 00397 pgaD - Biofilm PGA synthesis protein PgaD

Table S4. Identification of genes present in the genome of Serratia marcescens strain BRM32114 involved systems of secretion in plants of rice.

System of Secretion Locus_tag Gene  ECnumber COG Product

BRMSMARC 00575 yeiR 3.6.-.- 523 Zinc-binding GTPase YeiR
BRMSMARC 02447  coaE 1 2.7.1.24 - .

Type 11 (T2SS) - - Dephospho-CoA kinase
BRMSMARC 03560  coaE 2 2.7.1.24 237
BRMSMARC 03557 mutT 3.6.1.- 494 Mutator mutT protein (7,8-dihydro-8-oxoguanine-triphosphatase)
BRMSMARC 00987 efeB 1.11.1.-- 2837 Deferrochelatase/peroxidase EfeB
BRMSMARC 04876 btuB 3 - 4206 Vitamin B12 transporter BtuB

Type III (T3SS) BRMSMARC 02221 cntO 2 - 1629 Metal-pseudopaline receptor CntO
BRMSMARC 02350 ywnd 1 - 1959 Putative HTH-type transcriptional regulator YwnA
BRMSMARC 00242 spB | - - Hemolysin transporter protein ShiB
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BRMSMARC 01142 Sip - 3065 Outer membrane protein Slp
BRMSMARC 01217 xyp4 1 - 1879 Xylitol-binding protein
BRMSMARC 01292 sapA - 4166 Peptide transport periplasmic protein SapA
BRMSMARC 01548 fimH - - Type 1 fimbrin D-mannose specific adhesin
BRMSMARC 01820  4rgT 3 - 834 Lysine/arginine/ornithine-binding periplasmic protein
BRMSMARC 02141 ybaY - 3126 putative lipoprotein YbaY
BRMSMARC 02461 - 3.4.21.26 - Prolyl endopeptidase
BRMSMARC_02747  xyp4 3 - 1879 Xylitol-binding protein
BRMSMARC 03203 cpdB 3.1.3.6 737 2'3'-cyclic-nucleotide 2'-phosphodiesterase/3'-nucleotidase
BRMSMARC _03364  ¢ynR 4 - - HTH-type transcriptional regulator CynR
BRMSMARC 00270 Rny 3.1.-.- - Ribonuclease Y
BRMSMARC 00792 IpfA_1 - - putative major fimbrial subunit LpfA
BRMSMARC 01261 rbsB 2 - 1879 Ribose import binding protein RbsB
BRMSMARC 01309 mppA - 4166 Periplasmic murein peptide-binding protein

Type IV (T4SS) BRMSMARC 01356 yesO - 1653 Putative ABC transporter substrate-binding protein YesO
BRMSMARC 01930 tolB_1 - 823 Tol-Pal system protein TolB
BRMSMARC 02014 ripA 422.- 797 Endolytic peptidoglycan transglycosylase RIpA
BRMSMARC 04040 nipE - 3015 Lipoprotein NIpE
BRMSMARC 04163 besZ 32.14 3405 Endoglucanase
BRMSMARC 01042 appA - - Oligopeptide-binding protein AppA
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CAPITULO2

Combinacao de rizobactérias e silicio aumenta a tolerancia ao estresse hidrico
induzido por polietilenoglicol (PEG) em plantas de arroz fertilizadas com fésforo nao-
labil cultivadas in vitro

Capitulo elaborado conforme as normas do periddico cientifico: Planta
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RESUMO

Combinacido de rizobactérias e silicio aumenta a tolerincia ao estresse de seca
induzido polietilienoglicol (PEG) em plantas de arroz fertilizadas com fosforo nao-
labil cultivadas in vitro

Este estudo objetivou avaliar o efeito do consorcio de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (PGPR), Serratia marcescens e Bacillus toyonensis, combinado
com silicio (Si) sobre a saude de plantas de arroz de terras altas submetidas a deficiéncia
hidrica e nutricional. O experimento foi dividido em trés ensaios independentes (E1, E2 e
E3), sendo cada ensaio foi constituido por quatro tratamentos e quatro repeticoes em
delineamento inteiramente casualizado. O ensaio 1 (El), ensaio (E2) e ensaio 3 (E3)
diferiram na pressao osmotica imposta ao meio de cultivo: 0 MPa (0,0 g L-1 PEG-6000), -
2 MPa (121,1 g L-1 PEG-6000) e - 4 MPa (180,2 g L-1 PEG-6000), respectivamente.
Enquanto os outros componentes seguiram o seguinte desenho: T1 - auséncia de acido
monossilicico (H4Si04), fosforo nao-1abil (CaHPO4) e sementes de arroz sem inoculagdo
com S. marcescens e B. toyonensis; T2 - auséncia de HsS104, CaHPO4 e sementes de arroz
microbiolizadas com S. marcescens e B. toyonensis; T3 - presenca de HsSi04, CaHPO4, e
sementes de arroz sem inoculagdo com S. marcescens e B. toyonensis € T4 - presenca de
H4Si04, CaHPO4 e sementes de arroz microbiolizadas com S. marcescens e B. toyonensis.
Imagens de raizes de plantas de arroz de terras altas foram fotografadas e analisadas no
software WinRhizo. E, segmentos de raiz, colmo e folhas de plantas de arroz de terras altas,
incubados em meio de cultura NBRIP, foram avaliadas quanto a formagao de halo e
documentados por microscopia eletronica de varredura (MEV) para verificacdo da
formacdo de produtos microbianos. Plantas de arroz de terras altas inoculadas com S.
marcescens € B. toyonensis, na presenga de H4S104 e CaHPO4 apresentaram aumento
na(o): area de 27,5% (0Mpa), 20% (-2 Mpa) e 18,5% (-4 Mpa).; volume 150% (0 Mpa),
58% (-2 Mpa) e 55% (-4 Mpa); comprimento total 67,5% (0 Mpa), 116,5% (-2 Mpa);
raizes grossas 158,5% (-2 Mpa), 25,5% (-4 Mpa); raizes muitas finas 18,5% (-2 Mpa) e
30% (-4 Mpa). Halos foram formados ao redor de segmentos de folhas, bainha e raiz de
plantas microbiolizadas na presenca e auséncia de H4SiO4 e CaHPO4, confirmando a
solubilizacdo de fosforo ndo 1abil. Imagens da MEV mostraram: presenca de biofilmes e
microcolonias em todos os tratamentos; glicocalice em todas a pressdes osmoticas, exceto
(0 -Mpa); estruturas silicificadas em todas as pressdoes osmadticas com HsSi04 e CaHPO4.
A combinagdo de S. marcescens e B. toyonensis, associada ao silicio (H4S104) e fosforo
ndo-labil (CaHPOs), melhorou o desenvolvimento radicular do arroz de terras altas sob
estresse hidrico e nutricional. Houve aumento na area, volume e comprimento das raizes,
além da solubilizagcdo de fosforo confirmada pela formagdo de halos. A microscopia
evidenciou biofilmes, microcoldnias e estruturas silicificadas, destacando a interacao
benéfica entre microrganismos, silicio e planta. Assim, essa combinagdo se mostra
promissora para aumentar a resiliéncia do arroz em condigdes adversas.

Palavras-chave: Oryza sativa, bioagentes, endofitismo, potencial osmético, fosforo

insolavel
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ABSTRACT

Combination of rhizobacteria and silicon increases drought stress tolerance induced by
polyethyleneglycol (PEG) in rice plants fertilized with non-labile phosphorus grown in
vitro

This study aimed to evaluate the effect of the consortium of plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR), Serratia marcescens and Bacillus toyonensis, combined with silicon
(Si) on the health of upland rice plants subjected to water and nutrient (phosphorus)
deficiency. The experimental assay was divided into three groups, each consisting of four
treatments and four replicates in a completely randomized design. Group 1 (E1), Group 2
(E2), and Group 3 (E3) differed in the osmotic pressure imposed on the culture medium: 0
MPa (0.0 g L' PEG-6000), -2 MPa (121.1 g L' PEG-6000), and -4 MPa (180.2 g L' PEG-
6000), respectively. The other components followed the following design: T1 - Absence of
monosilicic acid (H4Si04), non-labile phosphorus (CaHPO.), and rice seeds without
inoculation with S. marcescens and B. toyonensis;T2 - Absence of HsSiO4, CaHPOs, and rice
seeds microbiolized with S. marcescens and B. toyonensis; T3 - Presence of HaSiOs,
CaHPOs4, and rice seeds without inoculation with S. marcescens and B. toyonensis;T4 -
Presence of HaSiO.4, CaHPO., and rice seeds microbiolized with S. marcescens and B.
toyonensis.Images of upland rice plant roots were photographed and analyzed using the
WinRhizo software. Additionally, root, stem, and leaf segments of upland rice plants
incubated in NBRIP culture medium were evaluated for halo formation and documented
through scanning electron microscopy (SEM) to verify microbial product formation. Upland
rice plants inoculated with S. marcescens and B. toyonensis in the presence of HsS104 and
CaHPO. showed an increase in: Root area: 27.5% (0 MPa), 20% (-2 MPa), and 18.5% (-4
MPa); Root volume: 150% (0 MPa), 58% (-2 MPa), and 55% (-4 MPa); Total root length:
67.5% (0 MPa), 116.5% (-2 MPa);Thick roots: 158.5% (-2 MPa), 25.5% (-4 MPa);Very fine
roots: 18.5% (-2 MPa) and 30% (-4 MPa). Halos were formed around segments of leaves,
sheaths, and roots of microbiolized plants in the presence and absence of HaSiOs and
CaHPOeu4, confirming the solubilization of non-labile phosphorus. SEM images revealed the
presence of: Biofilms and microcolonies in all treatments; Glycocalyx at all osmotic
pressures, except 0 MPa; Silicified structures at all osmotic pressures with HaSiO4 and
CaHPO4.The combination of S. marcescens and B. toyonensis, associated with silicon
(H4S104) and non-labile phosphorus (CaHPO.), improved the root development of upland
rice under water and nutrient stress. There was an increase in root area, volume, and length,
along with phosphorus solubilization confirmed by halo formation. Microscopy revealed
biofilms, microcolonies, and silicified structures, highlighting the beneficial interaction
between microorganisms, silicon, and the plant. Thus, this combination shows promise for
increasing rice resilience under adverse conditions.

Keywords: Oryza sativa, bioagents, endophytism, osmotic potential, insoluble phosphorus
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas estdo impactando gravemente a produtividade das culturas
alimentares em escala global, com projecdes indicando aumento da temperatura, alteragao
dos padrdes de precipitagdo e maior frequéncia de eventos extremos (Eckstein, 2019; Khan
et al. 2017), o que certamente contribuird para o agravamento da inseguranga alimentar
(Romero-Munar et al. 2023).

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos cereais mais importantes da cadeia alimentar
humana e o maior consumidor de agua doce do setor agricola, quando se trata do arroz
cultivado sob inundac¢do. No Brasil, o cultivo do arroz ¢ feito basicamente em dois
agroecossistemas, irrigado e terras altas, sendo que o arroz cultivado em terras altas
representa um sistema mais sustentavel, uma vez que utiliza a 4gua da chuva e emite menos
gases de efeito estufa (Aratjo et al. 2016). O rendimento de graos do arroz de terras altas ¢
afetado por fatores bidticos e abiodticos, e ambos os estresses desencadeiam alteragdes
fisiologicas e bioquimicas nas plantas (Osakabe et al. 2014).

O déficit hidrico € um dos estresses abioticos que afeta negativamente o crescimento
e a produtividade das culturas agricolas cultivadas (Bodner et al. 2015), provocando
alteracdes fisiologicas, morfologicas, bioquimicas e moleculares nas plantas, uma vez que
diminui a difusdo e o fluxo de massa de nutrientes soluveis em agua como nitrato, sulfato,
Ca, Mg e Si (Jaleel et al. 2009) e induz a formacao de radicais livres em excesso, como
radicais anion superoxido, hidroxila, alcoxila; além de peréxido de hidrogénio, resultando
em estresse oxidativo (Selvakumar et al. 2012). Ocorréncias de deficiéncia hidrica em fases
cruciais do crescimento das plantas podem resultar em uma diminui¢do significativa na
produtividade e, em alguns casos, até na perda total da colheita (Bouremani et al. 2024).
Prevé-se que o estresse causado pela seca, agravado pelas mudangas climaticas, que
intensificam sua frequéncia e gravidade a medida que os anos decorrem, trara sérios
problemas de crescimento das plantas em mais de 50% das terras araveis até¢ 2050 no mundo
(Vinocur & Altman, 2005).

Outro estresse abiotico ¢ a disponibilidade de fosforo (P), que se destaca como um
dos principais limitadores da produtividade do arroz em terras altas. Em solos do bioma
Cerrado, apenas 5-25% do P aplicado ¢ efetivamente absorvido pelas plantas, enquanto 75-
95% ¢ quimicamente fixado no solo, tornando-se insoluvel e indisponivel para as culturas
(Batool e Igbal, 2019; Prado et al. 2020). O fosforo ¢ encontrado no solo em formas minerais

e organicas. A maior parte do P orgénico (20 a 80%) ¢ considerada inerte (Abdi et al. 2014).
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O P mineral nos solos pode se tornar indisponivel por meio de fixagcdo ou adsor¢do. Por
exemplo, o P mineral pode ficar indisponivel devido a rea¢des de precipitacdo com cations
como Ca*? e Mg em solos alcalinos ou Fe™ e Al em solos 4cidos (Yadav et al. 2017).

Nesse sentido, o uso de microrganismos benéficos, como as PGPRs (rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal), ¢ considerado pratica sustentavel na agricultura, por
melhorarem a tolerancia das plantas a estresses abidticos como a seca, devido ao aumento
da robustez do sistema radicular, a eficiéncia do uso da agua e a absor¢do de nutrientes;
promover a saude do solo ao facilitar as interagdes entre as raizes das plantas e os
microrganismos presentes no solo, contribuindo significativamente para o crescimento e a
produtividade vegetal (Kloepper et al. 1989; Lugtenberg et al. 2002). Além disso,
rizobactérias benéficas tém a capacidade de aumentar a disponibilidade de P para as plantas
por meio da mineralizagdo organica de P por meio de enzimas como as fosfatases, e da
dissolucdo de fosfatos minerais insoliiveis por meio de acidos organicos que acidificam o
solo (Etesami, 2020; Sharma et al. 2013).

A aplicagao de silicio (Si) em campos de produgdo de alimentos ¢ outra alternativa
promissora e sustentavel, uma vez que o Si ¢ um elemento benéfico ndo apenas para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, mas também para a resisténcia das plantas
contra varios estresses bidticos e abidticos (Etesami & Jeong, 2018; Chen et al. 2019). O Si,
na solucdo do solo, encontra-se disponivel para as plantas na forma de 4cido monossilisico
(H4S104), sendo um elemento movel e absorvido pelas plantas por fluxo de massa (Zhu &
Gong, 2014; Meharg, 2015).

A cultura do arroz ¢ caracterizada como acumuladora de silicio e responsiva a
adubacao silicatada (Shi et al. 2013). O transporte de silicio (Si) ¢ um processo complexo,
marcado pela seletividade no transporte e pelo acimulo em tecidos especificos, o que resulta
em diferentes padroes de aquisi¢ao entre espécies € gendtipos. Em arroz, os genes Lsil e
Lsi2, que codificam transportadores de Si, desempenham um papel crucial na alta
capacidade de absorcdo de Si pelas raizes laterais a partir da solug¢@o do solo. O silicio ¢
captado pelas raizes na forma de acido monossilicico (H4Si04) e transportado para a parte
aérea por meio do fluxo transpiratorio (Ma e Yamaji, 2006). O aciimulo de silicio nas plantas
auxilia na formacgao de plantas mais eretas diminuindo o acamamento, melhora a eficiéncia
fotossintética, resultando em maior produtividade da cultura (Prado et al. 2020).

Diante do exposto, o presente trabalhou buscou investigar o efeito da combinagao de

rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPRs) e silicio na tolerancia ao estresse
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hidrico induzido por PEG em plantas de arroz fertilizadas com fosforo ndo labil, cultivadas
in vitro, visando compreender os mecanismos envolvidos na mitigacdo do estresse € na

melhoria da absor¢ao de nutrientes.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

Duas rizobactérias foram usadas para condugdo dos ensaios, sendo Serratia
marcescens (BRM32114) (NCBI: KX378747) e Bacillus toyonensis (BRM 32110) (NCBI:
KX378746) selecionadas de acordo com a taxa de crescimento e o nimero de células vidveis
em condic¢oes de alta pressdo osmotica, e solubilizagdo de fosforo (Faria et al. 2023; Faria,
2021). As rizobactérias sdo de origem endofiticas de plantas de arroz e pertencente a Cole¢ao
Multifuncional de Microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo. Os isolados foram
multiplicados em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Nutriente (AN) e incubado

por 48 ha 28 °C.

2.2 MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES

Sementes de arroz, cultivar BRS-Esmeralda foram previamente desinfectadas em
hipoclorito de sodio 7,5 % (v/v) por 7 min, alcool a 70% (v/v) durante 5 min, e 3 lavagens
em agua destilada (1 min cada). Ao final, as sementes foram espalhas sob papel filtro, dentro

da camera de fluxo laminar para secagem.

Os isolados BRM 32114 ¢ BRM 32110 foram cultivados separadamente em caldo
nutriente (CN) (8 g L!) a 28 °C por 24 h sob agitagio constante a 150 rpm. Em
espectrofotometro ajustado para 540 nm de densidade Optica, a absorbancia das suspensdes
bacterianas de cada um dos isolados foi ajustada (0,5 ABS), de modo que, a concentragdo
atingisse 1x10% UFC mL™'. Em seguidas, foram misturados em volume iguais, e adicionado
as sementes onde permaneceram sob agitagdo a 150 rpm por um periodo adicional de 24
horas, a 29 °C. As sementes dos tratamentos ndo microbiolizados, foram imersas em CN ¢
mantidas nas mesmas condi¢des de agitacdo e temperatura. Ao final do processo, foram
espalhadas em papel filtro, dentro da cadmera de fluxo laminar para secagem (Filippi et al.

2011).

2.3 CULTIVO IN VITRO, ENRIQUECIDO COM ACIDO MONOSSILICICO E
FOSFORO NAO-LABIL, DE PLANTULAS DE ARROZ DE TERRAS ALTAS
INOCULADAS COM RIZOBACTERIAS E SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA
INDUZIDA POR PEG-6000

Foram realizados trés ensaios independentes em delinecamento inteiramente

casualizados (DIC) para avaliar o sistema radicular de plantulas de arroz submetidas a
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deficiéncia hidrica utilizando polietilenoglicol (PEG-6000) com a presen¢a e auséncia de
rizobactérias e silicio. A condigdo de deficiéncia hidrica no meio de cultura foi induzida pela
presenca de PEG-6000, nas concentragdes de 121,1 g/L (- 2 MPa) e 180,2 g/L (- 4 MPa),
sendo o tratamento controle com auséncia de PEG-6000 (0 MPa). Em cada ensaio, utilizando
DIC, com quatro tratamentos e quatro repeti¢des, sementes da cultivar de arroz BRS
Esmeralda, microbiolizadas (+BAC) com o consorcio S. marcescens (BRM 32114) e B.
toyonensis (BRM 32110), e ndo microbiolizadas (-BAC) foram semeadas em tubos de ensaio
contendo meio de cultura NBRIP com adaptagdes (De Oliveira et al. 2025): (KCL: 0,4 g,
(NH4)2SO4: 3 g, agar: 5 g, dgua destilada: 1 L); suplementado com (+P) e sem (-P) fonte de
fosforo nao-1abil (100 mL de solu¢do de KoHPO4 a 10% ¢ 50 mL de solugdo de CaCl2 a
10% e pH 7,0), com (+SI) e sem (-SI) silicio (4cido monossilicico 0,5 g L-1). Os tratamentos
de cada ensaio consistiram em: Ensaio 1 (0 MPa): T1 (0 PEG -P -SI-BAC), T2 (0 PEG -P -
SI+BAC); T3 (0 PEG +P +SI -BAC); T4 (0 PEG +P +SI+BAC). Ensaio 2 (- 2 MPa): T1 (-
2 PEG -P -SI -BAC); T2 (-2 PEG -P -SI +BAC); T3 (-2 PEG +P +SI-BAC); T4 (-2 PEG +P
+SI +BAC). Ensaio 3 (- 4 MPa): T1 (-4 PEG -P -SI -BAC); T2 (-4 PEG -P -SI +BAC); T3
(-4 PEG +P +SI -BAC); T4 (-4 PEG +P +SI +BAC). Os tubos foram mantidos em camara

de crescimento com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 28 °C.

Aos 20 dias apds o plantio, as raizes foram retiradas do tubo, higienizadas para retirar
o excesso do meio de cultura e em seguida escaneadas, utilizando-se um scanner CI - 600
Cano Scan (CID Bio-Ciéncia, Versao 3.1.19). As imagens foram analisadas com o auxilio
do programa WinRhizo Pro 2012b, estimando-se os valores de area superficial (AS) e
volume de raiz (VR) total, das raizes grossas (@ > 2.0 mm), raizes finas (> 0,5 @ <2.0 mm)

e raizes muito finas (@ inferior a 0,5 mm), conforme Bhom (1979).

2.4 EFICIENCIA DOS ISOLADOS BRM 32114 E BRM 32210 EM SOLUBILIZAR
FOSFORO NA-LABIL E EM COLONIZAR ENDOFITICAMENTE AS PLANTULAS
DE ARROZ EM MEIO DE CULTURA

As plantulas de arroz, cultivadas em meio de cultura, foram segmentadas em cortes
de raiz, bainha e folha (tamanho aproximadamente 2.5 cm) e esterilizadas em solugdo de
hipoclorito de so6dio 7.5 % (v/v) por 7 min, alcool a 70% (v/v) durante 5 min, e 3 lavagens
em agua destilada estéril (por 1 min cada). Os cortes foram transferidos para placas de Petri
de 60 mm, contendo meio de cultivo NBRIP (National Botanical Research Institute)

(glicose: 10g, MgClo.6H20: 5g, MgS04: 0.25g, KCI: 0.2g, (NH4)2SO4: 0.1g, agar: 15g, agua
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destilada: 1L; pH 7.0) contendo fosfato insoluvel (fosfato bicélcico: CaHPOs4), o qual foi
autoclavado separadamente em 100 mL de solucdo de KoHPO4 a 10% (2.5 g) e 50 mL de
solugdo de CaCl; a 10% (1.25 g) de acordo com Sylvester-Bradley et al. (1982). As placas,

em triplicatas, foram incubadas a 28 °C por 48 h.

Apos o periodo de incubagdo, a formacao de um halo claro, no meio de cultura, ao
redor do segmento de plantula de arroz de terras altas, indicou a presenca de células
bacterianas solubilizadoras de fosfato. As células bacterianas foram isoladas em meio agar

nutriente (NA).

2.4.1 Microscopia Eletronica De Varredura - MEV

Fragmentos de raiz, bainha e folha das plantulas de arroz de terras altas utilizadas
para verificacdo da colonizagdo endofitica no item 2.2, foram fixados em glutaraldeido 2.5%,
em solucao tamponada com fosfato por 24 h a 23 °C, na auséncia de luz. Em seguida, as
amostras foram lavadas trés vezes em tampao fosfato 0.1 M por 10 min e desidratadas através
de uma série ascendente de concentracao de etanol (alcool etilico a 30, 40, 50, 60 ¢ 70 %) e
mantidas em 70% até o dia da visualizacdo no MEV. Posteriormente, as amostras foram
conduzidas a etapas finais de secagem, em ponto critico de CO: (dispositivo Autosamdri®,
815, Série A), e transferidas para stubs, onde foram submetidas & metalizagdo com o
dispositivo Denton Vacuum sputter, VA Dec. Os stubs metalizados foram visualizados com
o SEM - Aparelho JEOL, JSM-6610, equipado com EDS, Thermo Scientific NSS Spectral

Imaging, para obter as imagens.

3 ANALISE ESTATISTICA

O programa SISVAR foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Os dados de
area superficial, volume e comprimento de raiz foram submetidos a uma analise de variancia
e, quando o teste F' se mostrou significativo, as médias foram comparadas pelo Scott-Knott

(p <0.05). Os graficos foram realizados utilizando software Sigma Plot 12.0.
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4 RESULTADOS

4.1 CULTIVO IN VITRO, ENRIQUECIDO COM ACIDO MONOSSILICICO E
FOSFORO NAO-LABIL, DE PLANTULAS DE ARROZ DE TERRAS ALTAS
INOCULADAS COM RIZOBACTERIAS E SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA

INDUZIDA POR PEG-6000
A cultivar de arroz de terras altas, BRS Esmeralda, cultivadas in vitro (Figura 2),

apresentou mudangas significativas (p < 0.05) na arquitetura do sistema radicular em funcao
de presenca das rizobactérias S. marcescens (BRM 32114) e B. toyonensis (BRM 32110),
acido monossilicico (H4S104), fésforo nao-labil (CaHPO4), sob diferentes pressdo osmotica

(PEG-6000) (Figura 1).

Constatou-se os seguintes resultados para cada variavel:
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Figura 1. Tamanho e area da raiz de plantas da cultivar BRS-Esmeralda, tratadas (+Bac)
e ndo tratadas (-Bac) com a combinagdo das rizobactérias S. marcescens (BRM32114) e



Bacillus toyonensis (32110), aos 20 DAS ap6s o cultivo em meio de cultura com (+P) e
sem (-P) fosforo ndo labil in vitro, na presenca (+SI) e auséncia (-SI) de acido
monossilicico, em condig¢des de deficiéncia hidrica induzida por diferentes dosagens de
polietilenoglicol (PEG-6000). Ensaio 0 Mpa (0 PEG): T1controle (0 PEG -P -SI -BAC),
T2 (0 PEG -P -SI +BAC); T3 (0 PEG +P +SI -BAC); T4 (0 PEG +P +SI +BAC). Ensaio
-2 Mpa (-2 PEG): T1 controle (-2 PEG -P -SI -BAC); T2 (-2 PEG -P -SI +BAC); T3 (-2
PEG +P +SI -BAC); T4 (-2 PEG +P +SI +BAC). Ensaio -4 Mpa (-4 PEG): T1 controle
(-4 PEG -P -SI -BAC); T2 (-4 PEG -P -SI +BAC); T3 (-4 PEG +P +SI -BAC); T4 (-4
PEG +P +SI +BAC). a = area superficial da raiz; b = volume da raiz; ¢ = comprimento
total; d = raizes grossas; e = raizes finas; f = raizes muito finas. As médias seguidas por
diferentes letras minuasculas, dentro de cada dose de PEG, sdo significativamente
diferentes em P = 0,05 de acordo com o teste Scott-Knott usando o software SISVAR.

0 PEG (0 Mpa) -2 PEG (-2 Mpa) -4 PEG (-4 Mpa)
- b X "

=

Figura 2. Desenvolvimento do sistema radicular de plantulas de arroz cultivado in vitro,com deficiéncia hidrica
induzida por diferentes niveis de pressdo osmotica, simulada por polietilenoglicol (PEG-6000), em meio de
cultura suplementado com fosforo ndo-labil e rizobactérias. a, b, i, j, q e r = sem fosforo ndo-1abil (-P), sem
acido monossilicico (-SI) e ndo microbiolizado (-BAC), tratamentos T1 das respectivas pressdes osmotica. ¢,
d, k, 1, s, ¢ t = sem fosforo ndo-labil (-P), sem acido monossilicico (-SI), e microbiolizado (+BAC), tratamentos
T2 das respectivas pressdes osmotica. e, f, m, n, u e v = com fésforo nao-1abil (+P), com acido monossilicico
(+SI), ndao microbiolizado (-BAC), tratamentos T3 das respectivas pressdes osmotica. g, h, o, p, w e X = com
fosforo ndo-labil (+P), com acido monossilicico (+SI) e microbiolizado (+BAC), tratamentos T4 das
respectivas pressdes osmotica.

Area superficial: os tratamentos T2 e T4 , apresentaram ganho significativos em

relagdo ao controle em todos os ensaios. Aumentou em 39,5 e 27,5% no ensaio sem pressao
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osmotica (0 Mpa), 11,5 e 20% com pressdao osmotica -2 Mpa, 12 e 18,5% pressao osmotica
-4 Mpa.

Volume de raiz: as plantas microbiolizadas com S. marcenses + Bacillus toyonienses
e cultivadas com fosforo nao-labil e 4cido monossilicico (T4), apresentaram maior volume
de raiz em comparacao aos demais tratamentos nos diferentes ensaios com pressao osmatica.
Quando comparado com o controle, aumentou em 150% (0 Mpa), 58% (-2 Mpa) e 55% (-4
Mpa).

Comprimento total: as plantas microbiolizadas e cultivadas com fésforo nao-labil e
acido monossilicico (T4), apresentaram maior comprimento total na pressdo osmatica 0 Mpa
e -2 Mpa, aumento de 67,5 e 116,5%, respectivamente, em relagdo ao controle. No ensaio
com pressao osmotica -4 Mpa, os resultados foram semelhantes entre os tratamentos.

Raizes grossas: os tratamentos T2, T3 e T4 foram semelhantes entre-si e superiores ao
controle (0 Mpa). Sob os niveis de pressdao osmotica -2 Mpa e -4 Mpa, T2 e T4 apresentaram
aumento nas raizes grossas, incremento de 182 e 158,5%, 20,5% e 25,5%, respectivamente.

Raizes finas: os tratamentos foram semelhantes para as raizes finas em todos os niveis
de pressao osmotica, exceto em sob o nivel -2 Mpa T1, T2 e T4 foram superiores ao T3.

Raizes muitas finas: os tratamentos foram semelhantes para o nimero das raizes muito
finas, sob pressdo osmotica (-0 Mpa). Sob a pressdo -2 Mpa e -4 Mpa, as plantas
microbiolizadas e cultivadas com fosforo ndo-1abil e acido monossilicico (T4), apresentaram
aumento de raizes muito finas, incremento de 18,5 e 30%, respectivamente, em relacao ao

controle.

4.2 COLONIZACAO ENDOFITICA DE Oryza sativa por S. marcescens (BRM 32114) E
B. toyonensis (BRM 32110)

4.2.1 Ensaio 0 Mpa (0 PEG)

No ensaio sem adigdo de PEG-6000, as plantas microbiolizadas e nao
microbiolizadas, cultivadas na presenga e ausencia de P nao-1abil e silicio. foi observado a
presenca de colonias bacterianas endofiticos tanto em cortes de folhas das plantulas
microbiolozadas como nao microbiolozadas, sob a auséncia de pressao osmoética. Nao foram
detectadas coldnias de bactérias endofiticas nos segmentos das raizes das plantulas. No
tratamento controle (T1) foi observada o crescimento de um endofitico no segmento de

folha, mas nao apresentou potencial de solubilica¢do de fosforo (PS) (Figura 3, a).
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Nos segmentos de bainha e folha das plantas tratadas S. marcescens (BRM 32114) e
B. toyonensis (BRM 32110) (T2 e T4), depositadas em meio de cultivo indicador de PS,
apresentaram a formac¢do de halo (zona clara) (Figura 3, f e 1). Em T2, houve o crescimento
de endofiticos apenas nos segmentos de bainha. J4 em T4, os endofiticos cresceram nos
segmentos de bainha e folha. Em ambos os tratamentos que receberam microbiolizagdo, e
apds o isolamento, apresentaram aspectos de coloracdo e morfologia semelhantes a S.
marcescens (Figura 3, e and k) e B. toyonensis (Figura 3, d) utilizados no ensaio, indicando
a provavel presenca desta bactéria no interior dos segmentos depositados no meio de cultura.

Observou-se também, o crescimento de dois endofiticos na folha e bainha do T3 (ndo
microbiolizado) (Figura 3, f), deste, um apresentou leve potencial de PS, e ap6s o isolamento,

apresentaram coloracao e morfologia diferentes (Figura 3, g e h) isolados utilizado no ensaio.
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Figura 3. Solubilizagdo de Fosforo em meio de cultura NBRI, por isolados bacterianos endofiticos P de
plantulas de arroz, cultivada sem polietilenoglicol (PEG-6000), na presenca e auséncia de acido
monossilicico. 0 PEG = (0 Mpa), +P = com fosforo nao labil, -P = sem fésforo ndo 1abil. +SI = com éacido
monossilicico, -SI = sem acido monossilicico. BAC = microbiolizado, -BAC = ndo microbiolizado. R = raiz,
S = bainha, L = folha. a, ¢, f ¢ i= cortes de raiz, bainha e folha incubado em meio NBRIP dos tratamentos T1
(0 PEG -P -SI -BAC), T2 (0 PEG -P -SI+BAC), T3 (0 PEG +P +SI -BAC) ¢ T4 (0 PEG +P +SI +BAC). b,
d, e, g, h,j e k = isolamento dos endofiticos crescidos no corte de raiz, bainha ou folha dos respectivos
tratamentos
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4.2.2 Ensaio -2 Mpa (-2 PEG)

No ensaio com pressdo osmoética -2 MPa, plantas microbiolizadas e ndo

microbiolizadas, cultivadas na presenca e ausencia de P ndo-l4bil e silicio, foi observado a

presenca de endofiticos nos cortes das plantulas, exceto no segemnto de raiz (Figura 4).

os de plantulas
de arroz, cultivada sob pressdo osmotica (-2 Mpa), simulada por polietilenoglicol (PEG-6000), com (+SI) ou
sem (-SI ), com (+P) ou sem (-P) (foésforo nao labil). = com acido monossilicico, = sem acido monossilicico.
BAC = microbiolizado, -BAC = ndo microbiolizado. R = raiz, S = bainha, L = folha. a, ¢, f ¢ h = cortes de raiz,
bainha e folha incubado em meio NBRIP dos tratamentos T1 (-2 PEG -P -SI -BAC), T2 (-2 PEG -P -SI+BAC),
T3 (-2 PEG +P +SI -BAC) e T4 (-2 PEG +P +SI +BAC). b, d, e, g, i, j ¢ k = isolamento dos endofiticos
crescidos no corte de raiz, bainha ou folha dos respectivos tratamentos
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No tratamento controle (T1) foi observada o crecimento de uma unica colonia
endofitica em segmentos de folhas, mas sem atividade de solubiliza¢do do P (Figura 4, a).
Nos segmentos de bainha das plantas do tratamento T2, observou-se o crescimento de
colonias endofiticas solubilizadoras de P, identificada pela formagao de halo (Figura 4, c), e
com as carateristicas morfoldgicas semelhantes a S. marcescens e B. toyonensis (Figura 4, d
e e). Em T3, em segmentos de bainha, identificou-se a presenga de uma coldnia endofitica,
com baixa atividade solubilizadora, uma vez que o halo formado pequeno, em relagdao aos
demaos halos formados (Figura 4, ). J4 nos segmentos de de bainha e folha das plantas do
tratamento microbiolizado T4, detectou-se cresciemento de coldnias endofitica, com
atividade de solubilizacdo expressiva, de acordo com a formacao de halos (Figura 4 , h). As
colonias apresentaram moforlogia semelhantes a S. marcescens (Figura 4, j) e B. toyonensis

(Figura 4,1 e k).
4.2.3 Ensaio -4 Mpa (-4 PEG)

Detectou-se a presenga de colonias endofiticas nos segmentos de plantas
microbiolizadas e ndo microbiolizadas, cultivadas na presenca e ausencia de P ndo-1abil e
silicio, sob pressdao osmotica -4 Mpa, , (Figura 5). Em T1 (controle), os segmentos das
plantas em T1, observou-se crescimento de colonias endofiticas no segmento de bainha das
plantulas, porém sem atividade de solubilizacdo de P (Figura 5, a). Em T2, observou-se o
crescimento de coldnias endofiticas com atividade de sulibilizagao de P nos segementos de
bainha e folhas, das plantulas microbilizadas, (Figura 5, d). Apenas as coldnias crescidas dos
segmentos da bainha, apresentaram morfologia semelhantes a S. marcescens e B. toyonensis
(Figura 5, e e f). Em T3, as colonias endofiticas observadas, nos segmentos de bainha, ndo
apresentara atividade de solubilizacao de P (Figura 5, h). Em T4, observou-se o crescimento
de colonias endofiticas em todos os segmentos de raiz, bainha e folha, e todas com atividade
de solubilizacdao de P (Figura 5, j). A colonia isolada do segmento da bainha apresentou
morfologia semelhante a S. marcescens no segemnto de bainha (Figura 5, 1). Ja as coldnias
isoladas dos segmentos de folhas e raizes, apresentaram morfologia semelhante ao B.

toyonensis no segemnto de (Figura 5, k e m).
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Figura 5. Colonizagdo endofitica de rizobactérias e capacidade de solubilizacdo de fosfato em meio de cultura
NBRIP de plantulas de arroz, cultivada sob pressdo osmotica simulada por diferentes concentragdes de
polietilenoglicol (PEG-6000), na presenca e auséncia de acido monossilicico. -4 PEG = (-4 Mpa), +P = com
fosforo ndo 1abil, -P = sem fosforo ndo labil. +SI = com acido monossilicico, -SI = sem acido monossilicico.
BAC = microbiolizado, -BAC = nio microbiolizado. R =raiz, S = bainha, L = folha. a, d, h e j = cortes de raiz,
bainha e folha incubado em meio NBRIP dos tratamentos T1 (-4 PEG -P -SI -BAC), T2 (-4 PEG -P -SI+BAC),
T3 (-4 PEG +P +SI -BAC) e T4 (-4 PEG +P +SI +BAC). b, ¢, e, f, g, i, k, | ¢ m = isolamento dos endofiticos
crescidos no corte de raiz, bainha ou folha dos respectivos tratamentos
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4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — MEV
4.3.1 Ensaio 0 PEG (0 Mpa)

A presenca de células bacterianas e biofilme foram registrados pelas imagens de
MEV (Figuras 6 e 7), aos 20 dias apos a inoculagdo da rizobactéria BRM 32114 (S.

marcescens) ¢ BRM 32110 (B. toyonensis), tanto nos segmentos de raiz quanto de bainha.

0 PEG -P-SI -BAC

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e bainha de
plantula de arroz do ensaio 1, cultivado sem deficiéncia hidrica, sem fosforo ndo-labil, e na
auséncia acido monossilicico. 0 PEG = 0 Mpa. -P = sem f6foro ndo labil. -SI = sem &cido
monossilicico. -BAC = nio microbiolizado. +Bac = microbiolizado. a, b, ¢, g, h e i = MEV do
corte de raiz do T1 (0 PEG -P -SI -BAC); d, e, f, j, k, e | = MEV do corte de bainha do T2 (0
PEG -P -SI +BAC). Co = cortex, En = endordeme, Cm = célula do mesoéfilo, Mcc =
microcolonias em forma cocoide, Mcr = microcolonias em forma de bastido, Bf = Biofilme
bacteriano.
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Na Figura 6, as MEV das plantas dos tramentos T1 (ndo microbiolizado), e T2
(microbiolizado), cultivadas sem a presenga de fosforo ndo-labil e silicio, observou-se a
presenca de biofilme (Bf) nos segmentos de raiz e bainha (Figura 6). Constatou-se também,
a formacao de microcoldnias no segmento de bainha em T1 (Figura 6, e and f), bainha e raiz
em T2 (Figura 6, e, f, i, k, 1). No segmento de bainha, foi observado a formacdo de

microcoldnias no formato cocoide (Mcc) e bastao (Mcr) (Figura 6, 1).

Na Figura 7, a MEV das plantas dos tramentos T3 (ndo microbiolizado), ¢ T4
(microbiolizado), cultivadas na presenca de fosforo ndo-labil e silicio, observou-se a
formagao Bf nos segmentos de raiz e bainha (Figura 7). Constatou-se também, a formagao
de microcolonias nos formatos Mcc e Mcr dos segmento de raiz e bainha em T3 (Figura 7,
b, c, e and f) e T4 (Figura 7, h, i, k and 1). As estruturas circuladas (Figura 7), possivel
estruturas silicificadas, foram observadas apenas nas plantas cultivadas na presenga de silicio

no T3 e T4.



0 PEG +P +SI-BAC

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e bainha
de plantula de arroz do ensaio 1, cultivado sem deficiéncia hidrica, na presenca de acido
monossilicico e com fonte de fosforo ndo-labil. 0 PEG = 0 Mpa. +P = com f6foro nao-1abil.
+SI = com acido monossilicico. -BAC = ndo microbiolizado. +Bac = microbiolizado. a, b,
¢, g, hei=MEV do corte de raiz do T3 (0 PEG +P +SI -BAC); d, e, f, j, k, e 1 = MEV do
corte de bainha do T4 (0 PEG +P +SI +BAC). Estruturas circuladas = possivel estruturas
silicificadas. Co = cértex, Em = endordeme, Cm = célula do mesofilo, Mcc = microcolonias
em forma cocoide, Mcr = microcoldnias em forma de bastdo, Bf = Biofilme bacteriano.

4.3.2 Ensaio -2 PEG (-2 Mpa)

A presenca de células bacterianas e biofilme foram registrados pelas imagens de
MEYV (Figuras 8 ¢ 9), 20 dias ap0s a inoculagao da rizobactéria BRM 32114 (S.
marcescens) ¢ BRM 32110 (B. toyonensis), nos segmentos de raiz quanto de bainha.

Em T1 e T2, nos segmentos das plantas cultivas sem a presenca de silicio,
observou-se Bf e formagdo de microlonias Mcc e Mcr, em maior abundancia do que nos

segmentos de bainha no tratamento microbiolizado (Figura 8, k and 1).

98
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-2 PEG -P -SI -BAC
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e
bainha de plantula de arroz do ensaio 2, cultivado em deficiéncia hidrica induzida por
polietilenoglicol (PEG-6000), sem fosforo ndo-1abil, e na auséncia acido monossilicico.
-2 PEG = -2 Mpa; -P = sem foforo ndo-labil; -SI = sem acido monossilicico. -BAC =
ndo microbiolizado. +Bac = microbiolizado. a, b, ¢, g, h e i = MEV do corte de raiz do
T1 (-2 PEG -P -SI-BAC); d, e, f, j, k, e 1 = MEV do corte de bainha do T2 (-2 PEG -P
-SI +BAC). Co = coértex, Em = endordeme, Cm = célula do mesoéfilo, Mcc =
microcolonias em forma cocoide, Mcr = microcolonias em forma de bastio, Bf =
Biofilme bacteriano.

Na Figura 9, a MEV das plantas dos tramentos T3 (ndo microbiolizado), e T4
(microbiolizado), cultivadas na presenga de fosforo nao-labil e silicio, observou-se a
formacdo Bf nos segmentos de raiz e bainha (Figura 9). Constatou-se também, a formagao
de microcoldnias nos formatos Mcc e Mcr dos segmento de raiz e bainha em T3 (Figura 9,
b, ¢, e and f) e T4 (Figura 9, h, i, k and 1). A MEV mostrou a formagao de glicocélice
aderentes na parede celular dos segmentos de raiz e bainha em T3 e T4 (Figura 9, c, fand 1).

As estruturas circuladas (Figura 9), possivel estruturas silicificadas, foram observadas
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apenas nas plantas cultivadas na presenca de silicio no T4. A presenca de Bf e microcolonias
foi observado em maior intensidade nos segmento de bainha, pricipalmente em T4 (Figura

9,1).

-2 PEG +P +SI -BAC
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Figura 9. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e bainha
de plantula de arroz do ensaio 2, cultivado com deficiéncia hidrica induzida por
polietilenoglicol (PEG-6000), presenca de acido monossilicico e fonte de fosforo néo-labil.
-2 PEG = -2 Mpa. +P = com fo6foro néo-1abil. +SI = com 4cido monossilicico. -BAC = ndo
microbiolizado. +Bac = microbiolizado. a, b, ¢, g, h e i = MEV do corte de raiz do T3 (-2
PEG +P +SI -BAC); d, e, f, j, k, e = MEV do corte de bainha do T4 (-2 PEG +P +SI +BAC).
Estruturas circuladas = possivel estruturas silicificadas. Co = cortex, Em = endordeme, Cm
= célula do mesdfilo, Mcc = microcoldnias em forma cocoide, Bf = Biofilme bacteriano. Gl
= glicocalice.
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4.3.3 Ensaio -4 PEG (-4 Mpa)

A MEV das plantas dos tramentos T1 (ndo microbiolizado), e T2 (microbiolizado),
observou-se a formagdo Bf e microcolonias nos segmentos de raiz e bainha (Figura 10).
Observou-se microcolonias em formatos distintos alojados na superficie celular cobertos
com glicocalice (McG) e aderente a superficie dos segmentos de raiz e bainha do tratamento

microbilizado (T4) (Figura 10, i and 1).

-4 PEG -P-SI -BAC
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e bainha de
plantula de arroz do ensaio 3, cultivado com deficiéncia hidrica induzida por polietilenoglicol
(PEG-6000), auséncia de acido monossilicico e fonte de fésforo ndo-labil. -4 PEG = (-0,4 Mpa).
-P = sem fo6foro ndo 1abil. -SI = sem acido monossilicico. -BAC = ndo microbiolizado. +Bac =
microbiolizado. a, b, ¢, g, h e i = MEV do corte de raiz do T1 (-4 PEG -P -SI -BAC); d, e, {, j,
k, e 1 = MEV do corte de bainha do T2 (-4 PEG -P -SI +BAC). Co = cortex, Ep = epiderme. En
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= endordeme, Cm = célula do mesofilo. Mcc = microcolonias em forma cocoide, Mcr
microcolonias em forma de bastdo, McG = microcolonias cobertas com glicocalice, Bf =
Biofilme bacteriano, Gl = glicocalice.

Na Figura 11, a MEV das plantas dos tramentos T3 (ndo microbiolizado), ¢ T4
(microbiolizado), cultivadas na presenga de fosforo nao-labil e silicio, observou-se a
formacdo Bf e microcolonias (Mcc e Mcr) nos segmentos de raiz e bainha (Figura 11)
cobertas com glicocélice (McG) e aderente a superficie dos segmentos de raiz (Figura 11, ¢)
e bainha (Figura 11, 1). As estruturas circuladas (Figura 11), sdo possiveis estruturas

silicificadas, e foram observadas apenas nas plantas cultivadas na presenca de silicio no T4.

-4 PEG +P +SI -BAC

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de corte transversal de raiz e bainha
de plantula de arroz do ensaio 3, cultivado com deficiéncia hidrica induzida por
polietilenoglicol (PEG-6000), presenga de acido monossilicico e fonte de fosforo néo-labil.
-4 PEG = (-0,4 Mpa). +P = com fosforo nao labil. +SI = com acido monossilicico. -BAC =
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nao microbiolizado. +Bac = microbiolizado. a, b, ¢, g, h e i = MEV do corte de raiz do T3 (-
4 PEG +P +SI -BAC); d, e, f, j, k, e | = MEV do corte de bainha do T4 (-4 PEG +P +SI
+BAC). Estruturas circuladas = possivel estruturas silicificadas. Co = cortex, En =
endordeme, Cm = célula do mesodfilo, Mcc = microcolonias em forma cocoide, Gl =
glicocalice. McG = microcolonias cobertas com glicocalice, Bf = Biofilme bacteriano, Gl =
glicocalice.

5 DISCUSSAO

O sistema de cultivo de arroz de terras altas ¢ afetado por fatores bidticos e abioticos
(Marschner, 1995). Entre os estresses abidticos destacam-se a baixa precipitacao que resulta
em estresse hidrico, e a deficiéncia nutricional, devido a baixa fertilidade natural do solo nas
regides de cultivo (Enebe & Babalola, 2018). A seca ¢ um dos fatores abidticos mais criticos,
uma vez que afeta muitos processos fisiologicos, bioquimicos e moleculares e,
consequentemente, reduz o rendimento de graos (Hodson & Bryant 2012).

Tanto as rizobacterias como o silicio sdo ferramentas sustentdveis na mitigacao dos
efeitos deletérios da seca (Aznar & Dellagi, 2015; Chen et al. 2019). No presente estudo,
observamos que as plantas de arroz de terras altas, tratadas S. marcescens e B. toyonensis, na
presenga de silicio e cultivadas sobre diferentes pressdes osmdtica, simulando déficit hidrico,
e, apresentaram mudancas na arquitetura de sistema radicular com ganhos significativos em
area superficial (20%), volume (58%), comprimento total (126,5%), raizes grossas (158,5%)
e raizes muito finas (30%). Estes isolados, foram selecionados com base na bioprospecc¢ao
realizado por Faria et al. (2023) e Faria (2021), em que o isolado BRM 32110 (B. toyonensis)
destacou-se pela taxa de crescimento superior em diferentes condi¢des de deficiéncia hidrica:
0,66 (0 MPa), 0,60 (-2 MPa) e 0,56 (-4 MPa), sob as diferentes niveis de pressdo osmotica. Ja
o isolado BRM 32114 (S. marcescens) apresentou melhor IS (indice de solubilizagdo de
fosforo) (IS = 1,44) em meio NBRIP. A relevancia desses isolados na solubilizac¢ao de fosforo
(PS) e no crescimento bacteriano sob condi¢des de estresse hidrico com silicio motivou este
estudo, a combinar, e avaliar o sinergismo desses tratamentos em planta de arroz em cultivo
in vitro.

Sem pressao osmotica (0 MPa) e sob -2 MPa e -4 MPa, com fonte de fosforo nao 1abil,
observou-se que a combinagao de rizobactérias e silicio modulou significativamente o sistema
radicular em comparagdo com plantas sem silicio e sem bactérias. Os pelos radiculares,
estruturas essenciais para a aquisicdo de nutrientes, desempenham papel fundamental na
contribui¢do para o comprimento total e a area de superficie da raiz. Sob condigdes de estresse,

a planta utiliza a plasticidade dos pelos radiculares para aumentar a area de superficie, que no
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presente estudo foi superior nos tratamentos microbiolizado e com Si, e assim, aprimorar a
absorcao de agua e nutrientes (Hannan et al. 2020). No cultivo de arroz em terras altas, esses
fatores sdo cruciais, pois um sistema radicular bem desenvolvido explora um maior volume
de solo, favorecendo a adaptabilidade da planta e garantindo a absor¢ao eficiente de agua e

nutrientes (Guimaraes et al. 2020).

Associado as rizobactérias, utilizamos o Si no meio nutritivo para avaliar a mitiga¢ao
do estresse hidrico e observamos que a area superficial, volume e comprimento de raiz, raizes
grossas e muitas finas aumentaram em relagdo as plantas ndo microbilizadas e sem a presenca
do silicio, sugerindo que essa combinacao pode ser um caminho disponivel para melhorar o
crescimento e o desenvolvimento do arroz de terras altas em regides com baixa precipitacao.
O Si ¢ capaz de promover o crescimento ¢ o desenvolvimento de plantas sob estresses
abioticos e bioticos, incluindo estresse de seca (Chen et al. 2019). Nas folhas ¢ capaz de
diminuir a transpiragdo e aumentar o potencial hidrico foliar (Avila et al. 2021). O Si
influencia o desenvolvimento da area radicular, o diametro, o volume € o comprimento da raiz
principal e da biomassa radicular em plantas cultivada em estresse salino (Lee et al. 2010; Zia
et al. 2021). observaram que plantas de trigo inoculadas com rizobactérias apresentaram
tolerancia a seca de até 20% de polietilenoglicol, sob uma pressdo osmotica de (—0,6 MPa),
melhorando significativamente o crescimento da planta, a area foliar e a biomassa sob estresse
hidrico. Ming et al. (2012) mostraram que a adi¢ao de Si a solug¢ao de cultura com PEG na
pressdo osmotica de -0,15 Mpa, melhorou os teores de dgua total nas folhas e raizes, aumentou
o potencial hidrico (¥ w), potencial osmoético (‘¥ m) nas raizes e folhas, mantendo uma pressao
de turgor mais alta (¥ p), em comparagao com as plantas sem aplicacdo de Si em plantas de
arroz.

A arquitetura do sistema radicular do arroz de terras altas, caracterizada pelo arranjo
espacial das raizes, ¢ fundamental para o uso eficiente dos recursos disponiveis. No presente
estudo, verificou-se que, no tratamento sem rizobactérias e silicio (-P -Si -BAC), as plantas
de arroz apresentaram menor area superficial, volume e tamanho dos pelos radiculares. Faria
et al. (2023), ao avaliarem o efeito da combinag¢do do silicio e as rizobactérias B. toyonensis
(BRM 32110) e S. marcenses (BRM 32114) — os mesmos isolados utilizados no presente
estudo — , em cultivos in vitro de plantas de arroz, sob estresse hidrico induzido por PEG, e
sem suplementacdo de fosforo ndo labil, observaram um aumento de até 126,56% no
comprimento total da raiz e de 180,82% na area total da superficie radicular. Um outro

resultado que corrobora com nossos dados, foram os apresentados por Costa et al. (2023),
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esses isolados em pré-tratamentos sob estresse hidrico em uma variedade nativa de arroz de
terras altas, Samambaia Branco, constataram melhorias na robustez do sistema radicular de
plantas sob déficit hidrico, com aumentos de 40,9% na éarea de superficie, 11,5% no didmetro,
53,8% no volume e incrementos de 30,8% e 45% no nimero de raizes grossas, além de 25%
nas raizes finas, em diferentes profundidades do solo.

Além da deficiéncia hidrica induzida por PEG, a plantas de arroz foram cultivadas sob
fonte de fosforo nao-labil. As rizobacterias B. ftoyonensis S. marcenses influenciaram
positivamente e significativamente a arquitetura do sistema radicular das plantas de arroz
cultivadas in vitro em meio com fonte de fosforo ndo-1abil, de forma mais significativa, esse
aumento pode ser observado nas raizes laterais grossas, com aumento de até 158,5% (-2 Mpa)
e 25,5% (-4 Mpa), e raizes muito finas, com incremento de 18,5% (-2 Mpa) e 30% (-4 Mpa).
Os isolados BRM 32114 ¢ BRM 32110 sdao solubilizadores de fosforo inorganico,
apresentaram indice de solubilizagdo (IS) de 1.44 e 1.11, respectivamente (Faria, 2021), o que
pode explicar como as plantas do tratamentos tratadas com esses isolados promoveram
melhores desenvolvimento das raizes, principalmente das raizes secunddrias, que sao
importantes meio de absor¢ao de nutrientes (Vacheron et al. 2013). As rizobactérias podem
incrementar o nimero e/ou o comprimento das raizes, estimular o alongamento dos pelos
radiculares e, assim, melhorar a absor¢ao de minerais e 4gua (Chamam et al. 2013).

O fosforo ¢ um dos elementos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, desempenhando um papel estrutural em diversas coenzimas, no DNA (&cido
desoxirribonucleico) e em fosfolipideos, além de ser crucial para a fotossintese, o
metabolismo do carbono e a formag¢do de membranas celulares (Baby et al. 2016). No solo,
entretanto, o fosforo esta indisponivel para as plantas, retido em particulas devido a sua forte
interagio com ions de ferro (Fe™), aluminio (Al™) e calcio (Ca™?), formando fosfatos
inorganicos (Baby et al. 2016). A solubilizagao do fosforo nao-labil pelas rizobactérias ocorre
pela acdo dos acidos organicos, como os acidos citrico, formico, malico, oxalico e gluconico
(Zeng et al. 2022), sendo o 4cido gluconico apontado como o mais predominante nesse
processo (Xie et al. 2021). Além disso, pela producdo de enzimas fosfatases, principalmente
fosfatases acidas, que solubilizam formas precipitadas de fosforo atuando como fontes de

prétons ou na quelacdo do elemento acompanhante do ion fosfato (Marra et al. 2012).

Conforme observado no presente estudo, o aumento significativo no sistema radicular
das plantas, devido a inoculacdo com as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal,

pode ser atribuido a absorcdo de P. A verificagdo do potencial de solubilizacgdo de fosforo pelos
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isolados foi realizada em meio NBRIP. Nas Placas de Petri, contendo meio de cultura
indicador (NBRIP), ao redor dos segmentos de raiz, bainha e folhas, foram observadas
colonias crescidas junto com a formagao de halo (zona clara) (Figuras 3c, 31, 4c, 4h, 5d e 5j).
A formacao de halo, geralmente, ¢ causada pela liberacao de 4acidos organicos, que quelam o

calcio associado ao fosfato e, assim, tornam o fésforo mais disponivel (Zeng et al. 2022).

Na presente investigacao, observamos o crescimento de bactérias endofiticas ao redor
dos segmentos das plantas desinfestados, que se assemelharam morfologicamente com S.
marcescens € B. toyonenses utilizadas no tratamento de sementes, ambas mostraram potencial
de solubilizacdo de P. Por outro lado, nos segmentos das plantas ndo tratadas, observamos o
uma diversidade de microrganismos endofiticos com morfologia distinta das rizobacterias
utilizadas na microbiolizagdo, destes, apenas dois apresentaram leve potencial de
solubilizacdo de P (Figuras 3f e 4f). Endofitos bacterianos podem ser isolados de tecido
vegetal desinfetado na superficie ou extraidos de tecido vegetal interno, e ndo causam nenhum
dano perceptivel as suas plantas hospedeiras afetando positivamente o desenvolvimento da
planta (Afzal et al. 2019). Rangjaroen et al. (2015) encontraram total 396 cepas bacterianas
endofiticas obtidas de tecidos (sementes maduras, folhas, caules e raizes) de variedades de

arroz de terras altas, em diferentes estagios de crescimento.

Nas plantas tratadas com as rizobdcterias S. marcescens € B. toyonenses e cultivada
sob diferentes niveis de pressdo osmotica observamos o crescimento de endofiticos nos
segmentos de raiz, bainha e folha (Figura 5 j). Planta de arroz também ¢ hospedeira de muitos
endofitos, que ja foram isolados nas sementes, caules e raizes, colonizam rapidamente as
raizes e depois parte aérea da planta de arroz em desenvolvimento (Kaga et al. 2009; Hameed
et al. 2015). No presente estudo, a presenca das rizobactérias foram em maior parte nos
segmentos de bainha e folhas (Figura 3, 4 ¢ 5), corroborando com os resultado de Hardoim et
al. (2012) que relataram que plantas de arroz cultivadas em ambiente asséptico acomodam
muitos mais endofitos bacterianos na parte aérea do que nos tecidos da raiz. A migragao das
bactérias endofiticas, ao longo dos espagos intercelulares, requer também a secre¢do de
enzimas de degradacdo da parede celular, celulase e pectinase por exemplos. Os isolados
BRM32110 e BRM32114, utilizados no presente estudo, sdo produtores de enzimas
extracelulares como celulase e pectinase (Faria, 2021), sugerindo os possiveis mecanismos

utilizados por estes isolados para o sucesso da colonizagdo endofitica nas plantas de arroz. De
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Oliveira et al. (2025) relataram que S. marcescens colonizou endofiticamente plantas de arroz
de terras altas em cultivo in vitro .

Vinte dias apOs o tratamento de sementes com S. marcescens e B. toyonenses,
observou-se a presenga de microcolonias em formatos de bastdo e cocoide (Fig. 6),
biofilme em abundancia, registrados pelas imagens capturadas por MEV, nos ensaios
conduzidos sob diferentes niveis de pressdo osmotica. Biofilmes s3o matrizes
extracelulares compostas por exopolissacarideos, proteinas e acidos nucleicos, formados
sobre superficies, uma vez que ha maior oferta de nutrientes nestes locais (Zboralski et al.
2020). As rizobactérias que produzem biofilmes de forma eficiente intensificam suas
atividades de promocdo do crescimento vegetal, especialmente em plantas submetidas a
estresses bidticos e abidticos (Santoyo et al. 2021). A adesdo ¢ facilitada pela excregao
microbiana de uma matriz de exopolissacarideos, denominada de glicocélice (Kasnowski
et al 2010) que foi observada no presente estudo (Fig 9 c, f, 1).

As plantas de arroz do presente estudo foram cultivadas em meio de cultivo
suplementado com acido monossilicico. H4S104, que ¢ a forma de Si absorvida pela raiz e se
acumulam nos tecidos epidérmicos (Mitani et al. 2005). As imagens capturadas pela MEV
mostraram estruturas silicificadas apenas nos tratamentos suplementados com &cido
monossilicico (Figuras 7, 9 e 11), de forma mais abundante nos segmentos de bainha. A
microscopia de alta resolugdo, como a SEM, pode ser usada para obter imagens das
silicificacdes de tecidos vegetais (Guerriero et al. 2020). O silicio entra na planta por canais
especificos codificados pelos genes Lsil, Lsi2 e Lsi6. Esses genes tém um papel fundamental
no aumento da capacidade das raizes laterais para absorver o nutriente presente na solug¢do do
solo e transportd-lo para a parte aérea da planta. O gene Lsil, presente na exoderme e
endoderme, promove o influxo do silicio do solo para as raizes. O Lsi2 facilita o carregamento
do silicio no xilema, transferindo-o para a parte aérea. Ja o gene Lsi6, localizado nas folhas,
transporta o silicio do xilema para as células foliares. Essa coordenacdo eficiente entre os
genes contribui para a satide e desenvolvimento do arroz (Ma & Takahashi, 2001; Ma et al.

2007; Coskun et al. 2019).
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir, a partir desta pesquisa, que a aplicagdo de Serratia marcescens,
Bacillus toyonensis e Si pode atuar em sinergia para conferir tolerancia a seca em plantas de
arroz de terras altas. As plantas tratadas com as rizobactérias e Si apresentaram melhorias na
arquitetura do sistema radicular em comparacao com as plantas ndo tratadas e sem aplicacao
de Si. Esses beneficios sdo atribuidos a capacidade dessas rizobactérias de crescer sob pressao
osmotica e de solubilizar fosforo, possibilitando o cultivo de culturas em solos com niveis
mais baixos de fosforo. As bactérias utilizadas colonizam endofiticamente a planta de arroz,
da raiz para a parte aérea, com a atividade solubuilizadora e sdo capazes de co habitarem, sem
interferir na presenca de outros endofiticos. Portanto, mais ensaios de pesquisa sdo
necessarios, especialmente em condi¢des de campo, para confirmar se a aplicacdo de silicio e
rizobactérias pode ser uma estratégia geral para aumentar a disponibilidade de fésforo e

mitigar o estresse causado pela seca.
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RESUMO

As rizobactérias como microrganismos multifuncionais possuem potencial para conferir
tolerancia a seca e suprimir a brusone em plantas de arroz. Esse efeito ¢ potencialmente
ampliado quando combinado com a adubagao silicatada. Neste estudo objetivou-se avaliar a
interacdo sinérgica entre Serratia marcescens, Bacillus toyonensis e silicio na supressao da
brusone e na mitigacdo dos efeitos deletérios da seca em plantas de arroz de terras altas
cultivadas em condi¢des de casa de vegetagdao. Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizados, com quatro tratamentos e quatro repeticdes, combinando trés rizobactérias,
BRM 32114 e BRM 62523 (Serratia marcescens) € BRM 32110 (Bacillus toyonensis), trés
métodos de aplicagdao dos tratamentos microbianos: tratamento de sementes, rega no solo e
pulverizacdo nas plantas, e silicato de calcio e magnésio (SiCaMg) contendo 10,5% de
silicio, 27% de célcio, 6% de magnésio, na recomendacdo de 2 t ha'!, e cultivadas sob
deficiéncia hidrica. Foram avaliados produtividade, brusone na panicula (PBS), brusone na
auricula e ligula, atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, proteinas
relacionadas a patogénese (PR) e indicadores bioquimicos como perdxido de hidrogénio,
clorofilas a e b e carotenoides. Sob deficiéncia hidrica e irrigagdo, a produtividade do arroz
de terras altas inoculado com as rizobactérias e adubado com silicio foi 72 e 35 % superior
a produtividade das plantas do tratamento controle, respectivamente. Sob deficiéncia hidrica
e irrigacdo, a presenca das rizobactérias e silicio reduziu a PBS em 60 e 77% e a incidéncia
em auricula e ligula em 44 e 70%, respectivamente. As atividades enzimaticas relacionadas
ao estresse oxidativo e proteinas PR foram moduladas positivamente e significativamente
pela associacdo do consorcio de rizobactérias e silicio. Portanto, a combinacao bioprotetora
de rizobactérias e silicio produziu efeito sinérgico sobre as plantas de arroz de terras altas,
para reduzir o impacto negativo da seca e do principal patogeno da cultura do arroz.

Palavras-chave: Biocontrole, Oryza sativa, Bactérias promotoras de crescimento de
plantas, Proteinas PR, Indugdo de resisténcia
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ABSTRACT

Rhizobacteria, as multifunctional microorganisms, have the potential to confer drought
tolerance and suppress blast disease in rice plants. This effect is potentially enhanced when
combined with silicon fertilization. This study aimed to evaluate the synergistic interaction
between Serratia marcescens, Bacillus toyonensis, and silicon in suppressing blast disease
and mitigating the deleterious effects of drought in upland rice plants grown under
greenhouse conditions. A completely randomized design was used, with four treatments
and four replications, combining a consortium of three rhizobacteria—BRM 32114 and
BRM 62523 (Serratia marcescens) and BRM 32110 (Bacillus toyonensis)—three
microbial treatment application methods: seed treatment, soil drenching, and foliar
spraying, and calcium and magnesium silicate (SiCaMg) containing 10.5% silicon, 27%
calcium, and 6% magnesium, applied at a rate of 2 t ha™!, under water-deficient conditions.
The evaluated parameters included yield, panicle blast severity (PBS), auricle and ligule
blast incidence, oxidative stress-related enzyme activity, pathogenesis-related (PR)
proteins, and biochemical indicators such as hydrogen peroxide, chlorophylls a and b, and
carotenoids. Under both drought stress and irrigation, the yield of upland rice inoculated
with rhizobacteria and supplemented with silicon was 72% and 35% higher, respectively,
compared to control plants. Under drought stress and irrigation, the presence of
rhizobacteria and silicon reduced PBS by 60% and 77% and auricle and ligule blast
incidence by 44% and 70%, respectively. Enzymatic activities related to oxidative stress
and PR proteins were positively and significantly modulated by the association of the
rhizobacteria consortium and silicon. Therefore, the combination of rhizobacteria and
silicon produced a synergistic effect on upland rice plants, representing a bioprotective
strategy to reduce the negative impact of drought and the primary pathogen affecting
upland rice cultivation.

Keywords: Biocontrol, Oryza sativa, Plant growth promoting bacteria, PR proteins,
Resistance induction



117

1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma das culturas alimentares basicas mais importantes
do mundo, que sustenta cerca de dois tercos da populagdo mundial, fornecendo mais de 21%
das das calorias na dieta diaria (Kumar et al. 2017). O crescimento acelerado da populacao
ocorrera, sobretudo, nos paises em desenvolvimento, onde o arroz ¢ a base da alimentacao,
representando um grande desafio para suprir a demanda alimentar dessa popula¢do em
expansdo. Para atender ao ritmo do crescimento populacional, a produgdo de arroz precisara
aumentar em no minimo 25% até o ano de 2030 (Li et al. 2014). O arroz ¢ cultivado
principalmente em dois agroecossistemas: irrigado por inundacao e terras altas. O cultivo
em terras altas ¢ considerado mais sustentavel, pois depende da 4dgua da chuva, reduz a
emissdo de gases de efeito estufa e ¢ compativel com a pratica de plantio direto (Araujo et
al. 2016). Essa pratica mantém a palha na superficie do solo, ajudando a regular a
temperatura, conservar a umidade, aumentar o teor de matéria orgdnica e estimular a

atividade biolégica do solo (Nascente et al. 2013).

No entanto, a produtividade do arroz de terras altas ¢ limitada em quase 50% em
relagcdo ao seu potencial produtivo. Essa limitacao € causada por fatores biodticos e abioticos,
e em ambos os estresses, desencadeia-se, nas plantas, alteragdes fisiologicas e bioquimicas
(De Sousa et al. 2018). Em relagao aos fatores bidticos, a brusone, causada por Magnaporthe
oryzae, ¢ considerada a doenga mais destrutiva do arroz, causando reducao de rendimento
em 10-30%, até 100% em casos severos (Sathe et al. 2021; Ogoschi et al. 2018), uma vez
que pode afetar a parte aérea da planta de arroz desde os estadios de desenvolvimento iniciais
(brusone nas folhas) até o estadio final (brusone nas paniculas). O manejo da brusone integra
praticas culturais, resisténcia genética e controle quimico. No entanto, o controle cultural
torna-se pouco eficaz em sistemas de producao de arroz em larga escala. Ja o controle
quimico, sabe-se que os fungicidas perdem sua eficacia ao longo do tempo, com o
desenvolvimento de resisténcia da planta ao fungo. Além disso, o uso indiscriminado desses
produtos quimicos gera impactos negativos ao meio ambiente (Silva et al. 2019). A adogao
de cultivares resistentes ¢ uma alternativa viavel para o controle da brusone, mas o
desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ um processo demorado. Diante disso, € essencial
buscar novas alternativas como estratégias sustentaveis para fortalecer o manejo integrado e

eficaz dessa doencga.
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Outro fator limitante para a producdo de arroz de terras altas ¢ o déficit hidrico
(estresse abiodtico), uma vez que seu cultivo ocorre na estacao do verdo brasileiro (novembro
a margo) e, por isso, ¢ comum ocorrer ciclos naturais de deficiéncia hidrica (veranico)
durante a safra. Durante o periodo de baixa disponibilidade de agua no solo, as plantas
alteram sua morfologia, fisiologia, bioquimica e respostas moleculares, que variam em
intensidade de acordo com a severidade do estresse (Nahar et al. 2016; Quinones et al. 2017).
Estima-se que periodos de seca ha uma queda de até 10% na producao de cereais nos ultimos
50 anos, e as proje¢des indicam que mais de 50% das terras araveis poderdo ser impactadas
pela seca até 2050 (Akhtar et al. 2021). No arroz, a deficiéncia hidrica pode causar diversos
prejuizos ao desenvolvimento da planta ja que na fase vegetativa, a seca pode reduzir o
perfilhamento e o crescimento das folhas e na fase reprodutiva, ela pode impactar a
irregularidade na emissao de paniculas ou até mesmo na sua auséncia, além de provocar alta

esterilidade das espiguetas (Embrapa, 2013).

O uso de rizobactérias e Si € considerado uma abordagem sinérgica sustentavel para
controlar o déficit hidrico e a brusone na cultura do arroz. Os mecanismos associados a
tolerancia a seca em plantas de arroz de terras altas, derivados da aplicagdo das rizobacterias
e adubagdo silicatada, incluem alteracdes na arquitetura do sistema radicular do hospedeiro
(Bhattacharyya et al. 2020), produgdo de enzimas antioxidantes como a ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), peroxidase (POX) e superoxido dismutase (SOD) para eliminagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Khan et al. 2021). A combinagdo de rizobacterias e
Si pode mitigar danos oxidativos em plantas, modular componentes enzimaticos e induzir
resisténcia a ataques de patdégenos (Meharg et al. 2015). A resisténcia sistémica induzida
ativa a defesa latente da planta que leva a ativagdo de multiplos compostos/enzimas
relacionados a defesa. A planta mostra maior atividade de proteinas relacionadas a
patogénese (PR), como B-1,3-glucanase e quitinase, lipoxigenase e fenilalanina amonia-
liase, que sdo produzidas em resposta a infec¢do por patdogenos (Garcia-Cristobal et al.

2015).

Nesse contexto, torna-se essencial investigar a combinagdo entre a fertilizacdo com
silicio e a aplicacao de rizobactérias para avaliar o potencial dessa combinagao, na mitigagao
dos efeitos deletério do déficit hidrico e da brusone em plantas de arroz de terras altas. Os
isolados do presente estudo foram selecionados com base na bioprospec¢do realizado por

Faria et al. (2023), os quais selecionaram trés isolados de rizobactérias tolerantes a pressao
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osmoética no meio de cultivo, simulado pelo polietilenoglicol (PEG 6000), solubilizadores
de fosforo e antagonistas ao fungo M. oryzae. Em continuidade ao estudo de Faria et al.
(2023), esta pesquisa avalia os efeitos da combinacgdo de Serratia marcescens, cepas BRM
32114 e BRM 63523, e Bacillus toyonensis, cepa BRM 32110, e silicio (Si) na supressao da
brusone das paniculas, auricula e ligula, na atividade das enzimas componentes da regulacao
do estresse oxidativo, e de defesa (PRs) , além da produtividade em plantas de arroz de terras

altas crescidas em abiente controlado.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

As rizobactérias BRM32114 e BRM63525 (Serratia marcescens, NCBI: KX378747
e PP025422), e BRM32110 (Bacillus toyonensis NCBI: KX378746) sdo cepas bacterianas
isoladas de plantas de arroz e pertencentes a Colecdo Multifuncional de Microrganismos da
Embrapa Arroz e Feijao. Os isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo meio

de cultura Agar Nutriente (AN) e incubados por 48 h a 28 °C.

2.2 MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES

As sementes de arroz da cultivar BRS-Esmeralda (ESM) passaram por um processo
de desinfestacdo prévia utilizando hipoclorito de sédio a 0,5% (v/v) por 7 minutos, seguido
por imersdo em alcool 70% (v/v) durante 5 minutos, sendo posteriormente enxaguadas com
agua destilada. Os isolados BRM 32114 ¢ BRM 32110 foram cultivados separadamente em
caldo nutriente (CN) (8 g L) a 28 °C por 24 h sob agitacdo constante a 150 rpm. Em
espectrofotometro ajustado para 540 nm de densidade dptica, a absorbancia das suspensoes
bacterianas de cada um dos isolados foi ajustada (0,5 ABS), de modo que, a concentragao
atingisse 1x10® UFC mL"!. Em seguidas, foram misturados em volume iguais, e adicionado
as sementes onde permaneceram sob agitagdo a 150 rpm por um periodo adicional de 24
horas, a 29 °C. As sementes dos tratamentos ndo microbiolizados, foram imersas em CN e
mantidas nas mesma condi¢des de agitacdo e temperatura. Ao final do processo, foram
espalhadas em papel filtro, dentro da camera de fluxo laminar para secagem (Filippi et al.

2011).
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2.3 CARACTERIZACAO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na plataforma de fenotipagem de
plantas, denominada Sistema Integrado de Tratamento Induzido por Seca (SITIS). Esse
sistema esta localizado na Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo Antonio de Goids, Goids,
Brasil, nas coordenadas 16°28'00” S € 49°17'00” W, a uma altitude de 823 metros. O solo foi
coletado em area de Cerrado, classificado como Latossolo Vermelho Distrofico, camada 0—
20 cm de area ndo cultivada, que apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 5,4;
Ca™=2,2mgdm>; Mg™=0,7 cmol ¢c dm™ ; H+ AI** = 2,5 cmol ¢ dm™ ; P = 0,3 mg dm"
3;K"=79mgdm>; Cu”?=2,3mgdm>; Zn"?=0,9 mg dm™ ; Fe" =35 mg dm™ ; Mn™ =
35 mg dm™; e MO = 2,4%. O solo foi suplementado com ureia, sulfato de amonio e cloreto
de potassio nas doses de 80 mg/kg de solo, respectivamente, e sulfato de zinco na dose 25
mg/kg. O superfosfato triplo foi utilizado como fonte de fosforo na dose 70 kg/ha. Para
adubacdo silicatada, em cada vaso utilizou-se o silicato de célcio e magnésio (SiCaMg)
contendo 10,5% de silicio, 27% de célcio, 6% de magnésio, na recomendagao de 2 t.ha
!(Souza et al. 2015).

A semeadura foi realizada em vasos com capacidade de 10 litros colocados sobre
balancas digitais para monitorar a quantidade de agua em cada vaso. A quantidade de solo
em cada vaso correspondeu a 9,2 kg, sendo o solo previamente seco e estabelecido sua
capacidade de campo (CC). O teor de dgua foi monitorado diariamente, mantendo o solo a
80% da CC, durante o periodo que antecedeu a imposi¢do do déficit hidrico, por meio da
reposi¢do didria da dgua evapotranspirada, denominada Massa de Agua de Referéncia
(MRE). A MRE foi calculada pela diferenga entre a Massa Maxima do Vaso na Capacidade
de Campo (MCV) de 80% (solo + dgua) e a Massa do Vaso com Solo Seco (MSS), (MRE =
MVE-MSS) (Campos et al. 2004). O periodo de déficit hidrico foi de 8 dias consecutivos,
submetido a restricao total de agua no estadio reprodutivo (R3 —emissao da panicula)

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizados em esquema fatorial 4
(tratamentos microbianos) x 2 (estressado = Stre e irrigado = Irri) x 2 tipos de adubagdo
silicatada (com silicio = +Si; sem silicio = -Si) com quatro repeti¢des. Os tratamentos
microbianos consistiram de trés rizobactérias, Serratia marcescens, cepas BRM 32114 e
BRM 63523, e Bacillus toyonensis, cepa BRM 32110, em 3 formas de aplicagdao (TS —
tratamento de sementes; RG — rega no solo (30 dias apds o plantio); PV — pulveriza¢do nas
plantas (aos 90 dias apds o plantio). Os tratamentos microbianos sdo descritos a seguir: T1 -

TS e RG com BRM32114 + BRM32110 ¢ PV com BRM32110; T2 - TS ¢ RG com
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BRM32114 +63523; PV com BRM32114; T3 - TS, RG e PV com BRM32114 + BRM32110
+ BRM62523 e T4 - controle negativo, sem tratamento microbiano nas plantas de arroz de
terras altas da cultivar BRS Esmeralda. A pulverizagao das rizobactérias nas plantas de arroz
de terras altas foi realizada dentro de gaiola para evitar contaminagdo entre os tratamentos

(Figura 1).

U rrpagitil ima \ . o N
Figura 1. Tratamento de sementes -TS (a), rega no solo - RG (b) e pulverizagio das plantas - PV (¢) em gaiolas
dos bioagentes nas plantas de arroz de terras altas. Fonte: De Oliveira, 2023

2.4 INOCULACAO COM M. oryzae

Utilizou-se o isolado BRM30918 de M. oryzae, proveniente da Cole¢ao de Fungos e
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo. O isolado foi cultivado em
placas de Petri contendo meio dgar-aveia e mantido em camara de crescimento por sete dias,
a 25 °C e 80% de umidade. Decorrido esse periodo, as estruturas fungicas foram raspadas
das placas com um bastao de vidro esterilizado, visando a retirada do micélio e a indugao da
producdo de conidios. As placas foram devolvidas a camara de crescimento por mais 48
horas. Apds esse periodo, os conidios foram coletados com agua destilada autoclavada. A
suspensdo contendo agua e conidios foi filtrada em tecido de malha fina esterilizado. A
contagem de conidios foi realizada com o auxilio de uma camara de Neubauer, € a suspensao
ajustada para 3 x 10° conidios mL™, seguindo o protocolo descrito por Filippi et al. (2007).
A inoculacdo com M. oryzae foi realizada no oitavo dia de deficiéncia hidrica nas plantas de
arroz de terras altas, ap0Os a pulverizagdo das rizobactérias, com o auxilio de uma bomba de

pressao e uma pistola de aspersdo. As plantas foram pulverizadas com 30 mL da suspensao
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de conidios (Filippi et al. 2007). Em seguida, os vasos com as plantas inoculadas foram
transferidas para sala de incubagdo, com condi¢des controladas, com temperatura entre 27 e
30° C e umidade relativa acima de 80 %, e cobertas com saco plastico para formagdo de
camara umida e escura nas primeira 24 horas de inoculacdo. A Irrigacdo foi retomada

normalmente em todos os vasos logo apos a inoculagdo (Figura 2).

Figura 2. Inoculacdo do fungo M oryzae (a e b) e incubagido das plantas de arroz de terras altas (¢), BRS-
Esmeralda cultivada sob condi¢des de deficiéncia hidrica e irrigagdo. Fonte: De Oliveira 2023.

2.5 AVALIACAO DA INCIDENCIA E SEVERIDADE DE BRUSONE E
PRODUTIVIDADE

A incidéncia da brusone na auricula e ligula foi determinada pela porcentagem da
relacdo entre o numero de perfilhos por plantas e do ntimero de perfilho com sintomas. Para
a avalia¢do da severidade da doenga nas panicula (PBS%), coletadas aleatoriamente seis
paniculas de cada repeticao e avaliadas usando uma escala de seis notas (0: nenhuma doenca
observada, 1: <5%, 3: 5-10%, 5: 11-25%, 7: 26—50 % e 9: mais de 50%), de acordo com

(IRRI, 2013). Determinou-se também o rendimento de graos de duas plantas por vasos.

2.6 COLETA DE FOLHAS E OBTENCAO DO EXTRACAO BRUTO

A coleta das folhas para avaliacdo das enzimas antioxidantes, das proteinas
relacionadas a patogénese e da quantidade de proteinas totais nos extratos brutos de folhas
ocorreu apoOs a pulverizacdo das rizobactérias (90 dias apds a semeadura). As folhas

coletadas foram armazenadas em ultra freezer (-80 °C) para posterior processamento. Para
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obtecdo dos extratos brutos, as folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e 0,1 g do p6
de folha foi pesado e adicionado a 2 mL de tampao de extragdo composto por: Tris-HCL 10
mM; NaCl 150 mM; EDTA 2 mM; pH 7,0. O extrato obtido foi, entdo, agitado por 1 minuto
e centrifugado sob refrigeracdo (4°C) por 30 minutos a 13000 x g. O sobrenadante (extrato

bruto) foi transferido para novos tubos para dosagem de proteinas e ensaios enzimaticos

2.7 QUANTIFICACAO DE ENZIMAS RELACIONADAS A PATOGENESE
2.7.1 Atividade de quitinase (CHI, EC 3.2.1.14)

A atividade da CHI foi determinada pelo método de Pan et al. (1991) e Babu et al.
(2003), com modifica¢des para a cultura do arroz, utilizando 100 puL dos extratos de cada
amostra em triplicata, acrescentando-se 300 pL de quitina coloidal 1% em tampao acetato
de sodio a 1,0 M e pH 5,0. A reagdo foi homogeneizada e incubada por 24 horas. A
quantificagdo do produto da reacgdo foi feita pelo método do DNS (4cido dinitrossalicilico)
1%, acrescentando 1 mL em cada amostra e aquecido em banho-maria (100°C). Apos
resfriamento, 100 pL foram transferidos para placas de ELISA e a leitura foi realizada em
espectrofotometro em comprimento de onda 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a produgdo de 1 pmol de agtcar redutor por minuto por miligrama de

proteina.

2.7.2 B-1,3- glucanase (GLU, EC 3.2.1.6)

A atividade da GLU foi realizada conforme metodologia proposta por de Pan et al.
(1991), com modificagdes para cultura do arroz. Em tudo de 2 mL, foi adicionado 100 pL.
do extrato, 300 pL laminarina 1% em tampao acetato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) 100 mM, pH 4,5. A reagdo foi homogeneizada e incubada por 2 horas em temperatura
ambiente. Apos esse periodo, a reagdo foi paralisada com DNS (&cido 3,5-dinitrossalicilico)
1%, permanecendo por 5 min em banho-maria (100°C). Apds resfriamento, 100 pL foram
transferidos para placas de ELISA e a leitura foi realizada em espectrofotdometro em
comprimento de onda 540 nm. A unidade de atividade de -glucanase foi definida como o

numero de pmol de agucares redutores liberados por min/mg/proteina.

2.7.3 Atividade de Lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12)

A atividade da POX foi determinada pelo método descrito por Axelrod et al. (1981)
com modificagdes, utilizando como substrato o 4cido linoléico 1% em tampao fosfato 50

mM e pH 6,0, adicionando-se 50 uL do extrato de cada amostra em triplicata. A reagao foi
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homogeneizada e incubada por 24 h a 25 °C. A atividade foi determinada em
espectrofotometro Spectrum SP-2000 UV com comprimento de onda igual a 234 nm e
expressa em pmol de hidroperoxido do acido linoléico oxidado por minuto, por mg de

proteina.

2.4 Atividade de Fenilalanina aménia-liase (PAL EC 4.3.1.5)

A atividade da PAL foi determinada pela quantificacdo do produto gerado (4cido
trans-cinamico) pela hidrolise do substrato L — fenilalanina, pelo método descrito por Alunni
et al. (2003) modificado, utilizando-se 1,5 mL de solucdo de fenilalanina 10 mM em tampao
borato 100 mM e pH 9,0. Adicionou-se 50 pL de cada amostra dos extratos em triplicata. A
reagdo foi homogeneizada e incubada por 24 h a temperatura ambiente. A leitura foi realizada
em espectrofotometro Spectrum SP-2000 UV com comprimento de onda igual a 290 nm. A
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de acido transcinamico produzido em

microgramas, por mg/proteina (Chaibub et al. 2016).

2.8 QUANTIFICACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTE

A coleta do material seguiu 0 mesmo procedimento do item 2.5. O extrato foi obtido
utilizando 0,1 g do p6 macerado em 2 mL de uma solucdo extratora (tampao de fosfato de
potassio 100 mmol.L™'; EDTA 12 mM; 1,3 mmol.L! ditiotreitol (DTT), 2% de PVPP), pH
7,0. Em seguida, a solucdo foi agitada por 1 minuto e centrifugada sob refrigeracao (4°C)
por 25 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos tubos para os ensaios

enzimaticos.

2.8.1 Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade foi determinada pela metodologia de Sun (1988) com adaptagdes para
cultura do arroz, por duas reagdes: a amostra e branco da amostra, ambos constituiram na
adi¢do de 50 pL do extrato foliar em 2 mL de tampao de determinagdo (tampao fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,8), 250 uL. metionina (13 mM), 250 pL azul de p-nitro-tetrazolio (NBT)
(0,4 mM); 250 uL EDTA (12 mM) e 250 pL riboflavina (0,01 mM). A reagdo ocorreu a 25°C
sob exposicdo a luz para a amostra e na auséncia de luz para o branco da amostra. Apds 10
min de exposi¢ao a luz, a iluminagdo foi interrompida e a formacao azul, produzida pela
foto-redu¢cdo do NBT, foi medida em espectrofotometro a 560 nm, em ambas as amostras

(iluminado e ndo iluminado) (Del Longo et al. 1993). Uma unidade da SOD foi definida
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como a quantidade de enzima necessdria para inibir em 50% a foto-reducdo do NBT

(Beauchamp & Fridovich, 1971).

2.8.2 Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6)

A atividade foi determinada pela metodologia de Kar e Mishra (1976) com
adaptacdes para cultura do arroz. A mistura foi constituida de 1950 pL do tampdo de
determinag¢do (tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5), 150 puL solugdo extratora e 750
uL de H>O7 (50 nM). A reagao foi iniciada pela adicdo de 150 pL do extrato foliar e a
atividade foi determinada pelo consumo de H>O» durante 5 min, em intervalos de 30 s no
espectrofotometro a 240 nm. O coeficiente de extingdo molar de H>O> (Anderson et al. 1995)
foi usado para determinar a atividade especifica da CAT, a qual foi expressa em U.min"'.mg"

I de proteina.

2.8.3 Peroxidase (POX EC 1.11.1.7)

A atividade da POX foi avaliada medindo a taxa de oxidagao do 2,2'-azino-bis (acido
3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) por sua propriedade colorimétrica usando solugao ABTS
(0,4 mg mL-1) em tampao acetato de sodio (1,0 mL) a 0,1 M (pH 4,0) 200 uL de perdxido
de hidrogénio (50 mM), 50 pL do extrato, e analisados em espectrofotdmetro (405 nm). Uma
unidade foi definida como a atividade enzimdtica necessaria para catalisar a formacgao de
acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) necessaria para aumentar a

absorbancia em 1 unidade por hora (Cortes et al. 2008).

2.8.4 Ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11.)

A atividade foi determinada pela metodologia de Nakano & Asada (1981) com
adaptagdes para cultura do arroz. A mistura foi constituida de 1400 pL do tampao de
determinagdo (tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5), 50 uL de EDTA (12 mM), 300
puL de H202, 200 pL de 4cido ascorbico (50 nM). A reacdo foi iniciada pela adigdo de 150
pL do extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consumo do 4cido ascérbico durante
3 min, em intervalos de 10 s no espectrofotometro a 240 nm. A atividade da APX foi expressa

em pmol.min"!.mg™! de proteina.
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2.9 INDICADORES BIOQUIMICAS
2.9.1 Peréxido de hidrogénio ( H202)

Amostras contendo 250 mg de tecido foliar foram macerados em nitrogénio liquido,
homogeneizados em 1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugados a 12.000
g por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinacao do teor de peroxido de
hidrogénio (H20O2) medido em espectrofotometro por meio da leitura da absorbancia em 390
nm. Uma curva de calibragao foi obtida com solugdes padrao de H>O> preparadas em TCA

0,1% utilizada para quantificagdo (Junglee et al. 2014).

2.9.2 Teores de Pigmentos

Os pigmentos clorofila (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotenoides foram determinados
com o método proposto por Pignata et al. (2002). Amostras de 0,120 g das folhas maceradas
em nitrogénio liquido foram homogeneizadas em SmL de acetona 80%. O sobrenadante foi
lido em espectrofotometro, em comprimento de onda 645 nm para Chl a, 652 nm para Chl b

e 470 nm para carotenoides. Os resultados foram expressos em mg.g™' de massa fresca.

3 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o programa SIVAR versdao 5.3 (FERREIRA, 2001) para a analise de
variancia (ANOVA) em esquema fatorial de 4 (tratamentos) x 2 (-Si e + Si) em ensaio com
deficiéncia hidrica e irrigado. Quando o teste F foi significativo, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os graficos da analise fatorial foram criados

usando o software Sigma Plot 12.0.
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4 RESULTADOS
4.1 INCIDENCIA DE BRUSONE NA AURICULA E LIGULA

A andlise estatistica fatorial mostrou interacdo significativa (P < 0,05) entre os
tratamentos microbianos, regime hidrico e adubacao silicatada. Plantas de arroz de terras
altas tratadas com as rizobactérias BRM 32114 e BRM 63523 (S. marcescens) e BRM 32110
(B. toyonensis), cultivadas tanto sob deficiéncia hidrica quanto irrigacao, € na presenca ou
auséncia de adubacio silicatada, apresentaram menor incidéncia de brusone na auricula e

ligula (Figura 3).
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Figura 3. Incidéncia de brusone na auricula e ligula em plantas de arroz de terras altas cultivadas em
condigdes de déficit hidrico (Stre) e irrigado (Irri) com (+Si) e sem silicio (-Si). ¢) seta preta:brusone na
auricula, seta vermelha: brusone na ligula. d) perfilho do tratamento irrigado com silicio (T3). T1:
BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS ¢ RG), BRM32114 (PV);
T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4: controle (sem bactérias). Médias (n = 4)
seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada condigdes (-Si e +Si), sdo significativamente
diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maitisculas entre as condigdes (-
Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com a analise fatorial usando o software
SISVAR.
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Sob condicdes de cultivo em Stre e -Si, as plantas tratadas com rizobactérias em T1,
T2 e T3 foram semelhantes entre si com redugao de até 58% na incidéncia de brusone na
auricula e na ligula, quando comparado com o controle. Nas condi¢des de Stre e +Si, T1(S.
marcescens (BRM 32114) + B. toyonensis (TS e RG), B. toyonensis (PV)) e T3 (S.
marcescens (BRM 32114 e 63523) + B. toyonensis (TS, RG, PV)) apresentaram menor
incidéncia da doenca, e quando comparados ao controle, observa-se uma reducio de 44%.
Na anadlise fatorial comparando o cultivo -Si e +Si, T2 (S. marcescens (BRM 32114 e BRM
63523) (TS e RG), S. marcescens (BRM 32114) (PV)); e T3 apresentaram menor incidéncia
da doenca no cultivo -Si. O controle foi melhor no cultivo +Si, enquanto T1 foi semelhante.
Em condig¢des de cultivo Irri e -Si, T3 apresentou menor incidéncia da doenga, reducao de
77% comparada ao controle. Sob condi¢des de cultivo em Irri e +Si, T2 e T3 e apresentaram
menor incidéncia, comparado com controle reduziram em 70%. Na andlise fatorial entre -Si
e +Si, os tratamentos controle e T2 apresentaram menor incidéncia da doenga em +Si,

enquanto T1 e T3 foram semelhantes (Figura 3).

4.2 SEVERIDADE DE BRUSONE NA PANICULA

A anadlise estatistica fatorial revelou uma interagdo significativa (P < 0,05) entre os
diferentes tratamentos avaliados. As plantas de arroz de terras altas tratadas com o mix dos
isolados BRM 32114 (S. marcescens) e BRM 32110 (B. toyonensis), cultivadas tanto em
condig¢des de déficit hidrico quanto em sistema irrigado, com e sem suplementacao de silicio,
apresentaram uma reducao significativa na severidade de brusone na panicula (PBS) (Figura

4).
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Figura 4. Severidade de brusone na panicula de arroz de terras altas cultivado em condig¢des de deficit hidrico
(a) e irrigado (b) com (+Si) e sem (+Si) silicio. ¢) = paniculas do tratamento controle sem silicio. d) paniculas
do T1 rrigado. T1: BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS e RGQG),
BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4: controle (sem bactérias).
Médias (n = 4) seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada condigdes (-Si e +Si), sdo
significativamente diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maitsculas entre as
condigdes (-Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com a analise fatorial usando o
software SISVAR

Sob condigdes de Stre, as plantas tratadas com rizobactérias em T1, T2 e T3 foram
semelhantes entre si ¢ demonstraram uma reducao na PBS comparada com o controle de
78% (-Si) e 60% (+Si). Na andlise fatorial comparando o cultivo -Si e +Si, T1 e T2
apresentaram menor incidéncia da doenga em +Si, enquanto T3 e controle foram
semelhantes. Em condigdes Irri e -Si, os tratamentos com as rizobactérias foram semelhantes
entre si e apresentaram menor incidéncia da doenga em relacao ao controle, reducao de até
80%. Sob condic¢des Irri e +Si, T1 e apresentou menor incidéncia, comparado com controle
reduziu em 77%. Na analise fatorial entre os cultivos -Si e +Si, os tratamentos T2 ¢ T3
apresentaram menor incidéncia da doenga no cultivo -Si, enquanto T1 e o controle tiveram

menor incidéncia no cultivo +Si (Figura 4).
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4.3 ATIVIDADE DAS ENZIMAS DE DEFESA

A andlise estatistica fatorial mostrou interacdo significativa (P < 0,05) entre os
tratamentos. As combinagdes das rizobactérias S. marcescens e B. toyonensis mais
fertilizagdo com Si induziram aumentos na atividade de enzimas envolvidas na defesa da

planta na cultivar BRS Esmeralda cultivada sob condi¢des de cutlivo Stre e Irri (Figura 5).
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Figura 5. Atividade das enzimas de defesa (a e b)-CHI, (¢ e d)-GLU, (e e f)-PAL, (g e h)-LOX, na cultivar
de arroz de terras altas BRS Esmeralda, tratadas e ndo tratadas com rizobactérias, com e sem Si, cultivada
em condigdes de estresse hidrico (Stre) e irrigado (Irri). T1: BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110
(PV); T2: BRM32114+63523 (TS ¢ RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523
(TS, RG, PV). Médias (n = 4) seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada condigdes (-Si e
+8Si), sdo significativamente diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por diferentes letras
maiusculas entre as condigdes (-Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com a
analise fatorial usando o software SISVAR
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CHI: Sob condicdes de cultivo Stre e -Si, plantas tratadas com rizobactérias em T1 e T2
tiveram maior atividade enzimatica, com aumento de 66% em relagdo ao controle. Em
cultivo Stre e +Si, T1 destacou-se com aumento de 80%. Na andlise fatorial comparativa os
cultivos -Si e +Si, todos os tratamentos apresentaram maior atividade enzimatica em cultivo
Stre e -Si. Sob cultivo Irri e -Si, T2 apresentou o maior aumento, de 79% em relagdo ao
controle. J4 em cultivo Irri e +Si, T1 e T2 tiveram aumento de 43% comparado ao controle.
Na comparacao -dos cultivo -Si e +Si, T1 e controle mostraram maior atividade enzimatica
no cultivo +Si, enquanto T2 e T3 foram semelhantes (Figura 5).

GLU: Nas condigdes de cultivo Stre e -Si, T1 apresentou maior atividade enzimaética,
aumentou em 89% comparado ao controle. Nas condi¢des cultivo Stre e +Si, a maior
atividade foi em T1 e T2, aumentaram em 84% em relacdo ao controle. Na analise fatorial
comparando -os cultivos -Si e +Si em condi¢des de Stre, os tratamentos T2 e T3
apresentaram maior atividade enzimatica e +Si, enquanto T1 e controle foram semelhantes.
Sob condig¢des de cultivo Irri, T2 apresentou maior atividade enzimatica -Si e +Si, aumentou
em 72 e 149% em relag@o ao controle, respectivamente. Na andlise fatorial comparando os
cultivos -Si e +Si em condig¢des Irri, todos os tratamentos apresentaram maior atividade
enzimatica no cultivo +Si (Figura 5).

PAL: Sob condig¢des de cultivo Stre e -Si, T3 apresentou maior atividade enzimatica,
aumentou 499% comparado com controle. Em cultivo Stre e +Si, T2 apresentou maior
atividade, incremento de 511% em relacdo ao controle. Na andlise fatorial comparando os
cultivos -Si e +Si em condic¢des de Stre, T1 e T2 apresentaram maior atividade em cutlivo
+Si, T3 em -Si, enquanto controle foi semelhante entre as condi¢des. Sob condigdes cultivo
Irri, tanto em no cultivo -Si e +Si, os tratamentos com as rizobactérias foram semelhantes
entre si e superiores ao controle, aumentaram em até 92 e 339%, respectivamente. Na anélise
fatorial comparando os cultivos -Si e +Si em condigdes Irri, T1, T2 e T3, apresentaram maior
atividade enzimatica no cultivo +Si, enquanto o controle foi semelhante (Figura 5).

POX: Sob condigdes de cultivo Stre e -Si, T1 e T2 tiveram maior atividade
enzimatica, com aumento de 803% em relacdo ao controle. Em cultivo Stre e +Si, os
tratamentos T1, T3 e controle foram semelhantes. Na anélise fatorial comparativa do cultivo
-Sie +Si, T1, T3 e controle, apresentaram maior atividade enziméatica em +Si, enquanto T2
foi semelhante. Sob condi¢des cultivo Irri, T1 apresentou maior atividade tanto no cultivo -
Si quanto +Si, aumento de 1045 e 111%, respectivamente. Na comparagdo dos cultivos -Si

e +Si, todos os tratamentos apresentaram maior atividade enzimatica em +Si (Figura 5).
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4.4 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A anélise fatorial revelou interagdo significativa (P < 0,05) entre os tratamentos. As
combinagdes de S. marcescens e B. toyonensis mais Si aumentaram a atividade de enzimas
antioxidantes na cultivar BRS Esmeralda cultivada em condi¢des de cultivo Stre e Irri

(Figura 6).
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Figura 6. Atividade das enzimas antioxidantes (a ¢ b)-SOD, (¢ e d)—CAT, (e ¢ f)-APX, (g e h)-POX, da
cultivar de arroz de terras altas BRS Esmeralda, tratadas e ndo tratadas com rizobactérias, com e sem Si,
cultivada em condigdes de estresse hidrico (Stre) e irrigado (Irri). T1: BRM32114+32110 (TS ¢ RQG),
BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS e RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 +
BRM63523 (TS, RG, PV). Médias (n = 4) seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada
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condigdes (-Si e +Si), sdo significativamente diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por
diferentes letras maiusculas entre as condi¢des (-Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05,
de acordo com a analise fatorial usando o software SISVAR

SOD: Sob condicdes de cutlivo Stre ¢ -Si, os tratamentos foram semelhantes entre si. Em
cultivo Stre e +Si, destacaram-se T1 e T2, aumento de 57% comparado ao controle. Na
analise fatorial comparando os cultivos -Si e +Si, T1 e T2 mostraram maior atividade
enzimatica em +Si, enquanto T3 e controle foram semelhantes. Ja nas condi¢gdes de cultivo
Irri, T2 destacou-se em -Si e +Si, aumentou a atividade enzimatica em 34 e 44%,
respectivamente, em relacdo ao controle. Na comparagdo dos tratamentos em cultivo -Si e
+Si, T1, T2 e T3 mostraram maior atividade enzimatica em +Si, enquanto controle foi
semelhante (Figura 6).

CAT: Sob cultivo Stre e -Si, T2 destacou-se, com aumento de 123% na atividade
enzimatica em relagdo ao controle. Sob cultivo Stre e -Si, os tratamentos foram semelhantes.
Na comparacao fatorial dos tratamentos entre os cultivos -Si e +Si, T2 apresentou maior
atividade em -Si, T3 em +Si, enquanto T1 e controle foram semelhantes. Sob cultivo Irri e -
Si, T1 e T2 destacaram-se, com aumento de 123% na atividade enzimatica em relagao ao
controle. Sob cultivo Stre e +Si, T2 destacou-se, com aumento de 182% na atividade
enzimatica em relagdo ao controle. Na comparagdo dos tratamentos em cultivo -Si e +Si,
todos mostraram maior atividade enzimatica em +Si (Figura 6).

APX: Sob condig¢des de cutlivo Stre e -Si, T2 apresentou aumento de 93% na atividade
enzimatica em relacdo ao controle. Em cultivo Stre e +Si, T3 teve maior atividade, com
aumento de 200% em relacao ao controle. Na analise fatorial, T1, T2 e T3 tiveram maior
atividade enzimatica em +Si, enquanto o controle foi semelhante. Sob cutlivo Irri, T1
destacou-se com aumentos de 627% em -Si e 274% em +Si, comparados ao controle. Na
analise fatorial, T1 e controle foram superiores em cultivo +Si, enquanto T2 e controle foram
semelhantes (Figura 6).

POX: Sob condi¢des de cultivo Stre e -Si, T2 destacou-se, com aumento de 31% na
atividade enzimatica em relacao ao controle. Em no cultivo Stre e +Si, T1 apresentou maior
atividade, aumento de 55% comparado ao controle. Na analise fatorial comparativa entre
tratamentos nos cultivos -Si e +Si, T1 e T3 mostraram maior atividade enzimatica em +Si,
enquanto T2 e controle foram semelhantes. J& nas condig¢des cultivo Irri -Si, T2 destacou-se,
com aumento de 44%. Em cultivo Irri e +Si, T1 e T2 apresentaram maior atividade, aumento
de 61%. Na comparagdo dos tratamentos em -Si e +Si, todos os tratamentos mostraram maior

atividade enzimatica em +Si (Figura 6).
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4.5 INDICADORES BIOQUIMICOS

A anélise fatorial demonstrou interacdo significativa (P < 0,05) entre os tratamentos. As

apresentaram maiores quantidades

combinagdes de S. marcescens e B. toyonensis com Si,

de indicadores bioquimicos na cultivar BRS Esmeralda sob condigdes de cultivo Stre e Irri

(Figura 7).
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H202, da cultivar de arroz de terras altas BRS Esmeralda, tratadas e ndo tratadas com rizobactérias, com e sem
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Si, cultivada em condigdes de estresse hidrico (Stre) e irrigado (Irri). T1: BRM32114+32110 (TS e RG),
BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS e RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 +
BRM63523 (TS, RG, PV). Médias (n = 4) seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada condi¢Ses
(-Si e +Si), sdo significativamente diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por diferentes letras
maiusculas entre as condi¢des (-Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com a
analise fatorial usando o software SISVAR

Chla: Sob condigdes de cultivo Stre, -Si e +Si, e na analise fatorial, os tratamentos
foram semelhantes entre si. Em condi¢des de cultivo Irri -Si, os tratamentos foram
semelhantes entre si, exceto T3. Ja nas condi¢des de cultivo Irri +Si, os tratamentos foram
semelhantes entre si, exceto T2. Na comparacgdo dos tratamentos nos cultivos -Si e +Si, T1
mostrou maior atividade enzimatica em +Si, T2 em -Si, enquanto T3 e controle foram

semelhantes (Figura 7).

Chlb: Sob condigdes de cultivo Stre e -Si, os tratamentos foram semelhantes entre si,
exceto T2. Em cutlivo Stre e +Si, T1 destacou-se com aumento 33% em relagdo ao controle.
Na comparagdo dos tratamentos no cultivo -Si e +Si, T1 mostrou maior teor de Chlb em +Si,
enquanto os demais tratamentos foram semelhantes (Figura 5). Em condi¢des cultivo Irri -
Si, os tratamentos foram semelhantes entre si. J4 nas condi¢des de cultivo Irri +Si, T1
destacou-se com aumento de 37% comparado com o controle. Na comparagdo dos
tratamentos nos cultivos -Si e +Si, T1 apresentou maior quantidade em +Si, ¢ os demais

tratamentos foram semelhantes (Figura 7).

Carotenoides: Sob condi¢des de cultivo Stre, -Si e +Si, ¢ na analise fatorial, os
tratamentos foram semelhantes. Nas condi¢des de cultivo Irri, os tratamentos diferiram
apenas em +Si, com destaque para T1 com maior teor de pigmento, aumento de 33%. Na
comparagdo dos tratamentos nos cultivos -Si e +Si, T1 e T3 apresentaram maior teor de

pigmento em +Si, T2 em -Si, e controle foi semelhantes (Figura 7).

H>03: Sob condigdes de cutlivo Stre, -Si e +Si, os tratamentos foram semelhantes.
Na comparacdo dos tratamentos em -Si e +Si, T2 apresentou maior teor em -Si, os demais
tratamentos foram semelhantes. Nas condi¢oes de cultivo Irri -Si, T1 destacou-se, aumentou
em 28% comparado com controle. Ja4 em cultivo Irri +Si, ndo houve diferenca significativa.
Na comparagao dos tratamentos em -Si e +Si, T1 e T3 apresentam maior quantidade em -Si,

enquanto T2 e controle foram semelhantes (Figura 7).
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4.6 PRODUTIVIDADE DA CULTIVAR BRS ESMERALDA

A analise estatistica fatorial mostrou interacao significativa (P < 0,05) entre os tratamentos.
As combinagdes das rizobactérias S. marcescens e B. toyonensis e Si aumentou a produtividade da

cultivar BRS Esmeralda cultivada sob condi¢gdes de cutlivo Stre e Irri (Figura 8).
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Figura 8. Produtividade da cultivar BRS Esmeralda submetida a tratamentos com rizobactérias e Si cultivadas em condi¢des
de estresse hidrico (a) e irrigado (b), tratadas e ndo tratadas com rizobactérias, com (+Si) e sem (-Si) Si, cultivada em
condigdes de estresse hidrico (Stre) e irrigado (Irri). T1: BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2:
BRM32114+63523 (TS e RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4:
controle (sem bactérias). Médias (n = 4) seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada condi¢des (-Si e
+Si), sdo significativamente diferentes em P = 0,05. As médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maitisculas
entre as condi¢des (-Si e +Si) sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com a andlise fatorial
usando o software SISVAR

Sob cultivo Stre e -Si, T2 e T3 tiveram produtividade 47% superior ao controle
(2.761,0 vs. 1.870,0 kg/ha). Em cultivo Stre e +Si, os tratamentos microbiolizados foram
semelhantes (3.479,8 kg/ha) e 72% superiores ao controle (2.015,6 kg/ha). Entre os cultivos
-Si e +Si, T1 e T3 apresentaram maior produtividade em +Si. Sob cultivo Irri e -Si, T1
destacou-se (4.164,0 kg/ha), 83% acima do controle (2.267,0 kg/ha). Em cultivo Irri e +Si,
T2 e T3 obtiveram produtividade 35% superior ao controle (5.267,8 vs. 3.904,7 kg/ha). Na
comparag¢do dos cultivos -Si e +Si, T2, T3 e controle se destacaram em +Si. T2 manteve

produtividade semelhante em ambas as condic¢des (Figura 8).
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5 DISCUSSAO

O cultivo de arroz de terras altas ¢ limitado tanto por fatores abioticos, como o déficit
hidrico, quanto por fatores bidticos, como a brusone. A brusone, causada pelo fungo
Magnaporthe oryzae, ¢ uma doenca devastadora as partes aéreas da planta, resultando em
perdas severas de produtividade (Rais et al. 2016). Seu manejo integra praticas culturais,
resisténcia genética e controle quimico, mas a complexidade do fungo M. oryzae leva a
aplicagOes excessivas e, muitas vezes, desnecessarias de fungicidas (Silva-Lobo et al. 2012).
Além disso, a escassez de agua ¢ uma das principais limitagdes a producao agricola em todo
o mundo, tendéncia que deve se agravar no futuro. A seca também limita o cultivo do arroz
de terras altas, resultando na absorc¢do insuficiente de 4gua pelas plantas e afetando muitos
processos bioquimicos, moleculares e fisiologicos vegetais (Hodson & Bryant, 2012).
Medidas sustentaveis, como o uso de agentes bioldgicos e Si, podem suprimir a severidade
da brusone, mitigar os estresses causados pela seca, e promover o crescimento das plantas.
Essa combinagdo apresenta-se como componente em potencial para ser integrado ao manejo
das doengas do arroz, porque pode melhorar a resiliéncia do cultivo de arroz de terras altas
sob os desafios apresentados pela brusone, e pelo déficit hidrico (Abd El-Mageed et al.
2022). As rizobactérias t€ém ganhado destaque na indugdo de resisténcia a estresses bidticos
e abiodticos. No manejo de doengas como a brusone, atua como agentes de biocontrole e
indutor, reduzindo a severidade da doenca. O silicio, ¢ reconhecido por aumentar a
resisténcia estrutural e bioquimica das plantas, atuando também na mitigacao do déficit
hidrico (Etesami, 2018; Souza et al. 2015).

O controle de doengas com a utilizagdo de agentes bioldgicos ¢ uma estratégia
promissora que pode ser empregada de forma isolada, ou integrada, a outros métodos
sustentaveis (Dubey et al. 2015). No presente estudo, avaliamos o efeito sinérgico da
combinagdo das rizobactérias BRM32114 e BRM63523 (ambas S. marcescens) e
BRM32110 (B. toyonensis), em diferentes métodos de aplicagdao, com Si, para suprimir a
brusone da panicula, auricula e ligula, em plantas de arroz de terras altas, cultivadas em
plataforma de fenotipagem do Sistema Integrado de Tratamento Induzido pela Seca (SITIS),
em condig¢des de cutlivo Stre e Irri. A combinagao desses bioagentes e Si suprimiu a brusone
na auricula e ligula em 59% em condi¢des de cultivo Stre e 77% no cultivo Irri (Figura 3).
O efeito sinérgico também reduziu a severidade de brusone nas paniculas (PSB) em 78% no
cultivo Stre, e 80% no cultivo Irrig. Estudos recentes conduzidos por nossa equipe obtiveram

resultados promissores no controle de brusone. Plantas de arroz de terras altas tratadas com
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Burkholderia cepacia (BRM 32111) e Si suprimiram a brusone em 87,96% em condigdes
irrigado; e 84,13% em condicdes estressada, em relagdo as plantas controle (Faria et al.
2023). De Oliveira et al (2025) relataram o efeito sinérgico de bioagentes e o silicio na
redugdo da severidade brusone foliar (LBS) e panicula (PBS) em condigdes de campo. Os
tratamentos suprimiram a LBS em 77,93 e a PBS em 62,37%, reduziram a AACPD em 77,3
(LBS) e 60,6% (PBS). Fertilizagdo de Si em combinagdo com os trés bioagentes,
Burkholderia pyrrocinia, Pseudomonas fluorescens, Trichoderma asperellum reduziu a
brusone foliar em 96% (Souza et al. 2015). Outros géneros de rizobacterias, Serratia,
Bacillus, Priestia, Enterobacter, Stenotrophomonas e Pseudomonas mostraram destaque
como supressores de outras doengas do arroz de altas, como mancha marrom e queimadura
da bainha (Ajulo et al. 2023, 2024a, 2024Db).

No combate a patdogenos, as rizobactérias empregam diferentes mecanismos, como a
competicdo por espago e nutrientes, além da sintese de diversos metabdlitos, incluindo
antibioticos, sideroforos e enzimas hidroliticas. Esses compostos atuam inibindo os
patogenos por meio da interferéncia em seus processos respiratérios e da hidrélise de sua
parede celular (Lugtenberg e Kamilova, 2009; Hassan et al. 2014). Os isolados analisados
neste estudo ja demonstraram a capacidade de produzir enzimas extracelulares, como
amilase, celulase, lipase, pectinase, protease e quitinase, além de biofilme e sideréforos (com
unidades de sideroforos (SU) de 53,1 e 46,0%) (Faria, 2021; Faria et al. 2023; De Oliveira
et al. 2025). Esses achados indicam que enzimas, biofilme e sider6foros desempenham
papéis importantes nas interagdes com fitopatdgenos e outros integrantes da microbiota do
arroz. Outro método sustentavel empregado no presente estudo para o manejo da brusone
foliar, auricula e ligula envolve o uso de Si na forma de fertilizante a base de SiCaMg, em
combinagdo com bioagentes. A absor¢do de Si pelas plantas contribui para o aumento da
resisténcia contra infecgdes fungicas, proporciona formagdo de barreira fisica
principalmente na parede célula do vegetal, e na ativagdo do sistema de defesa da planta
(Etesami & Jeong, 2018; Klotzbiicher et al. 2018). Pesquisas anteriores demonstraram que
o Si favorece as plantas hospedeiras ao induzir a sintese de compostos fendlicos, os quais
revestem as hifas dos fungos, inibem a colonizagdo e impedem a degradacdo das paredes
celulares das folhas causada por colonizagdes fungicas (Haweroth et al. 2018; Tan et al.
2023).

Ao longo do desenvolvimento, as plantas enfrentam regularmente diversos tipos de

estresses, tanto abidticos quanto bioticos. Para lidar com essas adversidades, as células
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vegetais desenvolvem mecanismos capazes de detectar sinais provenientes do ambiente.
Entre esses mecanismos, destacam-se as proteinas relacionadas a patogénese (PR), como a
CHI, GLU, PAL, POX, que atua no reconhecimento de patdgenos invasores. Essas proteinas
podem interromper a progressao dos patdgenos, ativando os sistemas de defesa do
hospedeiro (Wang et al. 2021). No presente estudo, a aplicagdo de bioagentes e silicio (Si)
resultou em um aumento significativo na atividade das enzimas CHI, GLU, PAL e LOX em
plantas de arroz cultivadas sob condi¢gdes de cultivo Stre e Irri, com incrementos de 80 e
79%; 89 e 149%; 511 e 339%; 803 e 1045%, respectivamente (Figura 5). Esse aumento na
atividade enzimatica foi associado reducdo na PSB (59 e 77%), auriculas e ligulas (78 e
77%), indicando uma relacdo direta entre a atividade dessas enzimas e a resisténcia a
infeccao fungica. Nossos dados demonstram resultados promissores na supressao da brusone
e no aumento das atividades de defesa das plantas, corroborando aos achados de Arriel-Elias
etal. (2019) que usaram formulacdes liquidas com Pseudomonas fluorescens e Burkholderia
pyrrocinia como ingredientes ativos e alcangaram até 97% de supressao da brusone em arroz
e aumentaram significativamente as atividades de enzimas como B-1,3-glucanase e quitinase
(83%), fenilalanina amonia-liase (90,05%) e lipoxigenase (79%). Além disso, a aplicagdo de
Si (2 toneladas de SiCaMg.ha™') combinada com bioagentes mostrou-se eficaz em elevar as
atividades de CHI, GLU, POX e PAL, contribuindo para a mitigacdo da brusone foliar
(Souza et al. 2015). Fungdes bioquimicas e moleculares nas plantas também sao induzidas
ou reforcadas pelo Si, estimulando a producao de compostos defensivos, como fendis e
fitoalexinas, e ativando enzimas de defesa, como POX e PAL (Rahman et al. 2015).

Esses resultados fornecem importantes informagdes sobre os mecanismos de defesa
que contribuem para a supressao da brusone, permitindo que a planta responda a invasdo de
M oryzae ativando suas defesas naturais. Alteracdes na atividade dessas enzimas também
servem como indicadores do estado de resisténcia sist€émica induzida (ISR), em plantas
expostas a patdgenos (Almeida et al. 2012; Pieterse et al. 2014). A CHI ¢ enzima encontrada
em diferentes organismos, incluindo bactérias, fungos, insetos e plantas. Nas plantas,
pertencem ao grupo de proteinas relacionadas a patogénese (PR). E uma enzima hidrolitica
que pode clivar ligacdes B-1,4-glicosidicas na quitina (Johnston-Monje e Lopez Mejia 2020).
Considerada principal componente da cuticula da membrana peritrofica, que ¢ o
revestimento protetor do intestino de muitos insetos, das paredes celulares dos fungos. Sob
condigdes de estresse causado por patogenos, as células vegetais aumentam

significativamente a expressao de quitinase na defesa contra patogenos fungicos (Vaghela et
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al. 2022). A GLU, presentes em diversos organismos, degradam a parede celular dos fungos
durante invasdes, liberando oligdmeros como o [B-1,3/1,6-D-glucano, que atuam como
elicitores, ativando respostas de defesa e atividade antimicrobiana nas plantas (Finkina et al.
2017). PAL ¢ uma enzima-chave no metabolismo dos compostos fenolicos, essencial para a
via dos fenilpropanoides. Desempenha um papel significativo na sintese de varios compostos
secundarios relacionados a defesa das plantas, como fenois e lignina (Yasmin et al. 2016).
A LOX catalisa a formagao de hidroperoxidos a partir de acidos graxos poliinsaturados, que
sao desencadeados em respostas de defesa da planta (Baysal e Demirddven 2007).

No cendrio atual, a produgdo agricola esta sendo afetada por mudangas nas varidveis
climaticas, e a seca ¢ um dos fatores mais importantes que limitam o cultivo de arroz de
terras altas, afetando diferentes processos fisicos e bioquimicos, o que leva a uma redugdo
na producao (Eckstein et al. 2021). As plantas de arroz sao sensiveis ao acumulo de ROS
quando expostas a condigdes de estresse bidtico e abiodtico (Joshi et al. 2020). No presente
ensaio, as plantas de arroz foram desafiadas por estresse abidtico (deficiéncia hidrica) e
biotico (M oryzae) que gera o aumento de ROS, como o perdxido de hidrogénio (H>O»), que
foi quantificado. Nesse sentido, além do sistema de defesa, também avaliamos o sistema
antioxidante que leva a ativagdo de multiplas enzimas como a SOD, CAT, APX e POX, e
nas plantas de arroz tratadas com rizobacterias e Si, sob condi¢des de cultivo Stre e Irri,
aumentaram em 57 e 44%; 123 e 182%; 200 e 627%; 55 e 61%, respectivamente (Figura 6).
A SOD atua na protecao das plantas sob estresse, convertendo o radical superéxido (O2)),
altamente prejudicial, em perdoxido de hidrogénio (H20:), que ¢ menos reativo
(Vishwakarma et al. 2020). Reconhecida como a primeira linha de defesa antioxidante, a
SOD catalisa essa reacdo de dismutacdo do radical superéxido em H2O> (Al-Zahrani et al.
2022). O H20: gerado pela SOD ¢ posteriormente neutralizado por enzimas como CAT,
POX e APX, que o convertem em compostos nao toxicos, H2O e O:. Esse processo protege
as plantas dos efeitos danosos do estresse oxidativo nas membranas celulares e
macromoléculas. Estudos anteriores relataram aumento de enzimas antioxidantes sob
condicoes de diferentes estresses abiotico e biotico, refor¢ando sua eficiéncia na inducao de
respostas de defesa. Bueno et al. (2017) observaram aumento da atividade da APX em 49%
e CAT em 51%, em plantas de arroz desafiadas por M. oryzae e tratadas com combinagdo
das rizobactérias B. pyrrocinia, P. fluorescens e Si. A inoculagdo bacteriana e Si (1 e 2 kg
ha!) reduziram o estresse oxidativo induzido pela salinidade nas folhas de feijio mungo,

aumentando das atividades da CAT (45%), POX (43%) APX (48%) (Mahmood et al. 2022).
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A interagdo entre nanoparticulas de didxido de silicio combinada com rizobactérias
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes: superdxido dismutase (60,4%), peroxidase

(55,9%) e catalase (81,6%) (Akhtar et al. 2021).

A clorofila ¢ um parametro importante para avaliar os efeitos do estresse nas plantas,
pois a taxa de fotossintese esta associada a ela (Akhtar et al. 2021). No estudo mencionado,
observou-se uma estabilidade nos teores de chla, e um aumento nos teores de chlb e
carotenoides, no tratamento que associou rizobactérias com silicio (T1) (Figura 7). Esses
resultados sugerem que a aplicacdo conjunta de rizobactérias e silicio pode contribuir para a
protecdo e regulagdo dos pigmentos fotossintéticos, mitigando os impactos negativos
causados pelo estresse. No caso da cultivar BRS Esmeralda, a estabilidade associada aos
pigmentos fotossintéticos pode estar diretamente relacionada a caracteristica "stay green",
que mantém a coloragdo verde das folhas mesmo em condi¢des adversas. Essa caracteristica
¢ vantajosa, pois permite que as plantas continuem a realizar a fotossintese e a produzir
biomassa por mais tempo, garantindo maior resiliéncia e produtividade. Estudos como os de
Borrell etal. (2014) e Ali et al. (2023), reforcam que plantas com a caracteristica "stay green"

possuem maior capacidade de adaptagdo a ambientes desfavoraveis.

A combinagdo das rizobacterias € Si aumentou a produtividade da cultivar BRS
Esmeralda. Nossos resultados destacam o aumento isolado dos fatores (-Si e +Si) em cada
condigdes: Sob cultivo Stre e -Si 0 aumento foi de 34% (2761 kg/ha™!) ji com a presenga do
Si (+S1) chegou a 72% (3479 kg/ha™), isso corresponde incremento 25% proporcionado pelo
Si em sinergismo com as rizobacterias. No Irri -Si foi de 83% (4164 kg/ha™!), +Si 35% (5267
kg/ha!), incremento 26% proporcionado pelo Si combinado com as rizobactérias. Nossos
resultados corroboram com De Oliveira et al. (2025), que, em condi¢cdes de campo, o
rendimento da cultivar BRS Esmeralda aumentou em 24,57% em relagdao ao controle (sem
bactérias e com fertilizacdo com Si), e em 72% em relacdo ao controle absoluto (sem
bactérias e sem fertilizagdo com Si). Souza et al. (2021) relataram que a aplicagao de Si (4
toneladas ha™) levou a um aumento de 27%, enquanto os bioagentes (B. pyrrocinia + P.
fluorescens + um consorcio de Trichoderma asperellum) proporcionaram um ganho de
19,6% na produtividade do arroz de terras altas. A supressdo de PBS, auricula e ligula,
demonstrada em nosso estudo com a aplicacao de bioagentes e Si corrobora o aumento de
produtividade observado. Os isolados avaliados no presente estudo (BRM 32110 e BRM
32114) também sdo solubilizantes inorgéanicos de fosforo (P): BRM32114 (IS=1,44) e
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BRM32110 (indice de solubilizagdo (IS) = 1,11) e produtores de [AA: BRM32114 (7,38 pg
mL —1) e BRM32110 (5,74 pg.mL-1), (Faria et al. 2023). Além disso modulam a arquitetura
do sistema radicular de plantas de arroz (De Oliveira et al. 2025) As rizobactérias sao
conhecidas pela sua promogao de crescimento em plantas, principalmente pela produgdo de
fitormdnios e solublizacdo de P que contribui para aumento da produtividade (Verma et al.
2020). Essa combinacdo ¢ uma ferramenta sustentavel com efeitos benéficos na promog¢ao
do crescimento e na melhoria da resisténcia a doengas em plantas de arroz de terras altas ja
relatadas por Souza et al. (2015), Sperandio et al. (2017), Souza et al. (2021) e Faria et al.
(2023).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, demonstramos que a combinag@o proporcionou sinergia na redugao
da severidade do brusone nas paniculas, auricula e ligula. Melhorou a atividade das enzimas
relacionadas ao sistema de defesa e antioxidante das plantas. A aplicacdo de rizobactérias e
silicio aumentou os rendimentos em até 72% sob condi¢des de déficit hidrico. No entanto,
mais ensaios sdo necessdrios para confirmar os resultados obtidos, usando abordagens
moleculares para descobrir os mecanismos por trds de seu efeito sinérgico em plantas de
arroz. Outros ensaios em condigdes de campo serdo necessarios para inserir esses
componentes ao manejo do arroz de terras altas, estabelecendo tratos culturais adequados

para plantas tratadas com Si e os bioagentes.
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Abstract
Main conclusion Rhizobacteria and silicon fertilization synergism suppress leaf and panicle Blast, and mitigates
biotic stress in rice plants.

Abstract Association of bioagents and silicon is synergistic for mitigating leaf and panicle blast and low phosphorus (P) levels
in upland rice, under greenhouse conditions. This study aimed to evaluate the potential of the bioagents and silicon interaction
on blast disease severity suppression in upland rice plants, under field low P conditions. The experiment was conducted during
two growing seasons (E1 and E2), in randomized block design with four replications, and consisted of five treatments, combining
a mix of three rhizobacteria, BRM 32114 and BRM62523 (Serratia marcescens), and BRM32110 (Bacillus toyonensis), and
three application methods (seed treatment, drenching, spraying). Calcium and magnesium silicate (2 t/ha) was applied over a
low soil P, 30 days before sowing. Leaf blast (LBS) and panicle blast (PBS), area under the disease progress curve (AUDPC),
activity of enzymes related to oxidative stress, pathogenesis-related (PR), biochemical indicators such as hydrogen peroxide,
chlorophyll a and b, carotenoids, and grain yield (GY), were assessed. Bioagents and silicon suppressed LBS by 77.93 and
PBS by 62.37%, reduced AUDPC by 77.3 (LBS) and 60.6% (PBS). The yield in E1 was 25% higher than in E2. The treatments
statistically differ only in E2, the yield with bioagents and silicon (2435.72 kg ha™") was 71.95% higher compared to the absolute
control. All enzymatic activities related to oxidative stress and PR proteins were modulated by bioagents and silicon association.
The association of rhizobacteria and silicon exhibited a synergistic effect, and represents a bioprotective combination to reduce
the effects of different stresses and indirectly reduces the use of chemical inputs.

Keywords Biocontrol - Oryza sativa - Plant growth-promoting bacteria - PR proteins - Resistance induction
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2017). Increasing rice yield sustainably is a challenge and
a goal to be achieved according to the UN 2030 Agenda.
Rice cultivation is primarily done in two systems: irrigated
and upland. Upland rice cultivation represents a more sus-
tainable system since it uses rainwater, emits fewer green-
house gases and is suitable for no-till farming, a practice that
allows for maintaining straw on the soil surface to reduce
temperature, improve moisture, and increase organic matter
content and biological activity of the soil (Nascente et al.
2013). However, phosphorus (P) availability is one of the
main factors limiting the productivity of upland rice (Prado
et al. 2020). Only 5-25% of the P applied to cerrado soils is
absorbed by the plants, while 75-95% is chemically fixed in
the soil, turning insoluble (Batool and Igbal 2019). Chemical
fertilizers represent the largest operating cost for farmers,
accounting for around 30% of total agribusiness expenses in
Brazil. In 2021, the cost of this input, such as fertilizer and
pesticides increased by 95% to 172% due to the scarcity of
raw materials (Carregosa and Barbosa 2022). In addition,
the high cost and continuous use of phosphate fertilizers not
only decrease nutrient efficiency, but also hinder sustainable
production (Shakeela et al. 2017).

Plants respond to the stress caused by P deficiency at
morphological, physiological and molecular levels, resulting
in lower biomass accumulation and reduced growth
(Marschner 1995; Tantray et al. 2020). It is worth noting that
P deficiency may not be visible to the naked eye, but it still
negatively impacts productivity and makes the plant more
vulnerable to biotic stress, such blast disease (Magnaporthe
oryzae (Barr) [anamorph Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc)]
(Enebe and Babalola 2018) which can affect the entire aerial
part of the plant, from the initial stages with leaf blast to the
final stage with panicle blast, compromising performance
and reducing both production and productivity (Ogoschi
et al. 2018).

The management of blast disease integrates cultural
practices, genetic resistance, and chemical control.
However, rice cultivars genetically improved for resistance
to blast disease (M. oryzae) are quickly overcome due
to the pathogen's complex biology (Silva et al. 2019).
The inclusion of biological agents in blast management
represents a strengthening of the plant’s defense system,
protection of resistance genes, and the productive potential
of improved cultivars (Filippi et al. 2011; Ding et al.
2013; Sousa et al. 2018). Biotic and abiotic stresses cause
a series of physiological changes in plant cells, including
the generation of reactive oxygen species (ROS), which,
at high concentrations, lead to oxidative damage and
disrupt cellular homeostasis (Gill and Tuteja 2010). As a
defense mechanism, cells are equipped with sophisticated
antioxidant mechanisms involving antioxidant defense
enzymes such as ascorbate peroxidase (APX), catalase
(CAT), peroxidase (POX), and superoxide dismutase (SOD).

@ Springer

These enzymes are involved in eliminating and transforming
ROS into non-toxic products, protecting cells from oxidative
damage (Hussain et al. 2018; Bhattacharyya et al. 2020).
SOD catalyzes harmful superoxide radicals like oxygen
(O,) by reducing them to H,O, present in chloroplasts. CAT
and APX, present in the peroxisomes of plant cells, act to
eliminate the H,O, produced by the SOD reaction (Kim
et al. 2017). The combined application of silicon (Si) and
rhizobacteria is a sustainable strategy for mitigating biotic
and abiotic stress in plants (Mahmood et al. 2016).

In this context, the rhizobacteria S. marcescens
(BRM32114) and B. foyonensis (BRM32110) emerge as an
important tool for acquiring scarce minerals such as P and
mitigating the severity of blast. Bacillus sp. and Serratia
sp. have been shown to promote plant growth and reduce
the severity and progress of blast in rice plants (Sperandio
et al. 2017). Isolates of the Serratia and Bacillus genera
are known to promote plant growth, acting through various
mechanisms, such as phosphate solubilization, synthesis
of phytohormones, secretion of extracellular enzymes
and production of siderophores, antifungal action against
the phytopathogen (Mohamed et al. 2018; Contreras-
Pérez et al. 2019; Roca et al. 2024). The genome of S.
marcescens rhizobacteria, isolated as plant endophytes, has
been sequenced and many genes related to plant growth
promotion (PGP) and induced-systemic resistance (ISR),
phosphorus solubilization, and indoleacetic acid (IAA) have
been identified (Ryu et al. 2013; Khan et al. 2017). The draft
B. toyonensis genome revealed a total of 5979 genes, and
predicted gene function, showing genomic and experimental
evidence of B. foyonensis as a plant growth-promoting and
antifungal bacterium (Roca et al. 2024).

Another component that has the potential to strengthen rice
blast management is silicon (Si), the second most abundant
element in terrestrial soils. After absorption by the plant, Si
is deposited in the cell wall, forming a double silica-cuticle
and silica-cellulose layer that attenuates fungal infection and
pest attacks (Shi et al. 2013; Guntamukkala et al. 2017; Chen
et al. 2019; Prado et al. 2020). Additionally, Si maintains cell
membrane permeability and stability under abiotic stresses,
reducing oxidative stress by modifying antioxidant defense
enzymes and altering concentrations of oxidative stress bio-
chemical indicators, including malondialdehyde, hydrogen
peroxide, and proline (Coskun et al. 2019). Rice grown with
silicon fertilization and subsequently exposed to the pathogen
M. oryzae showed a significant increase in the activities of
defense enzymes such as POX, polyphenol oxidase (PPO)
and phenylalanine ammonia lyase (PAL). In addition, there
was an increase in the levels of silicon and lignin in the plants,
resulting in a lower incidence of blast (Cai et al. 2008).

The combined application of Si and rhizobacteria is a
sustainable strategy to mitigate biotic and abiotic stress in
plants (Mahmood et al. 2016). Studies from other teams
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also highlight the role of the combination of silicon and
rhizobacteria in suppressing blast (Souza et al. 2015; Saud
et al. 2017). This combination can mitigate oxidative dam-
age in plants, modulate enzymatic components, and induce
resistance to pathogen attacks (Verma et al. 2020a). The
response is called induced-systemic resistance (ISR) and
occurs through intraplant signaling from the root to the
shoot, allowing plants to better resist pathogen attacks
(Spence et al. 2014). In ISR, the plant shows greater activ-
ity of pathogenesis-related (PR) proteins, such as $—1,3-
glucanase and chitinase, lipoxygenase and phenylalanine
ammonia-lyase, which are produced in response to infection
by pathogens (Garcia-Cristobal et al. 2015).

In this scenario, it has been observed that well-nourished
plants show better resistance under stress conditions
(Zhong et al. 2017), as well as promoting greater growth
and more efficient suppression of diseases when inoculated
with rhizobacteria (Sperandio et al. 2017). Thus, there is a
need to study the interaction between silicon fertilization in
combination with rhizobacteria to evaluate the mitigation
of biotic and abiotic stresses. Faria et al. (2023) selected
three isolates of rhizobacteria resistant to osmotic stress
and phosphorus solubilizers, which, when combined with
Si, modulated root architecture, mitigated water stress and
suppressed leaf blast (M. oryzae) in an upland rice cultivar
under greenhouse conditions. As a next step of Faria et al.
(2023) research, in this study we evaluated the effect of S.
marcescens, B. toyonensis, and Si combination, on leaf and
panicle blast suppression, on the modulation of oxidative
stress and pathogenesis (PRs) enzymes activities, as well
as on the nutrition of upland rice plants, grown under soils
presenting phosphorus (P)-limited, under field conditions.

Material and methods
Microorganisms

The rhizobacteria BRM32114 and BRM63523 (Serratia
marcescens, NCBI: KX378747 and PP025422) and
BRM32110 (Bacillus toyonensis, NCBI: KX378746) used
in the trials are bacterial strains isolated from rice plants and
belong to the Multifunctional Microorganisms Collection
of Embrapa Rice and Beans (Embrapa Arroz e Feijdo). The
isolates were multiplied in Petri dishes containing Nutrient
Agar (NA) culture medium and incubated for 48 h at 28 °C.

Seed microbiolization

Rice seeds of the BRS Esmeralda (ESM) cultivar were pre-
disinfected in 0.5% (v/v) sodium hypochlorite for 7 min,
followed by 70% (v/v) alcohol for 5 min and then rinsed in
distilled water. Subsequently, the rice seeds were submerged

in each of the bacterial suspensions (1 x 103 CFU mL ™), pre-
pared in nutrient broth (NB) (8 g L™!) separately, and kept at
28 °C for 24 h under constant agitation at 150 rpm. The con-
trol treatment seeds were submerged in NB and kept under the
same agitation and temperature conditions. At the end of the
process, the seeds were spread on filter paper inside a laminar
flow chamber for drying (Filippi et al. 2011).

Characterization of the area and experimental
design

The trial was conducted over two seasons at the experimental
field located at Fazenda Capivara, Embrapa Rice and Beans,
in the municipality of Santo Antdnio de Goias, GO, Brazil
(16° 28'00" S and 49° 17'00" W). The climate charts
highlighting the temperature variations and rainfall indices
on the collection day are described in Figs. S1 and S2.

The soil collected in the 0-0.20 m layer is classified
as Dystrophic Red Latosol with the following
chemical characteristics: In Season 1, the soil had a
pH of 4.9; Ca=1.1 cmolc/dm3; Mg=0.9 cmolc/dm3;
H+ Al=3.6 cmol /dm*; P=1.5 mg/dm’; K=0.11 cmol/
dm?; Cu=1.5 mg/dm?®; Zn=2.6 mg/dm’; Fe =62.70 mg/
dm?; Mn=0.90 cmolc/dm3; organic matter (OM)=3.12%.
In Season 2, the soil had a pH of 5.1; Ca=1.1 cmolc/dm3;
Mg =0.5 cmol /dm* H+ Al=2.5 cmol /dm* P=0.5 mg/
dm?; K=32 mg/dm3; Cu=1.6 mg/dm3; Zn=4.3 mg/dm3;
Fe =42.3 mg/dm?; Mn=9.2 mg/dm?; OM =24 mg/dm">.
The trial was conducted under low P (LP) conditions, with
Season 1 at 1.5 mg/dm?® and Season 2 at 0.5 mg/dm?>. For
upland rice cultivation, phosphorus (P) levels are considered
low (LP) up to 2.6 mg/dm3, medium (3.1-6 mg/dm3 P), and
high (above 6 mg/dm3 P) (Santos et al. 2006).

Before planting, macronutrient fertilization,
except for phosphorus, was carried out according to
the recommendations based on soil analysis: K,O
(potassium chloride)—46 mg kg‘1 of soil, N (ammonium
sulfate)—36 mg kg~ of soil. For Si fertilization, calcium
and magnesium silicate (SiCaMg) containing 10.5% Si, 27%
calcium, and 6% magnesium was used at the recommended
rate of 2 T ha™! (Cortes et al. 2015).

A randomized block design was used, with plots con-
sisting of four rows of two meters, five treatments, and
four replicates. The treatments (T) combined the mix of
the three rhizobacteria (item 2.1.1) selected according to
their potential in phosphorus solubilization, resistance to
osmotic stress, and suppression of blast performed by Faria
(2021), in three application methods (Fig. S3) and Si fertili-
zation, except in the absolute control. The application meth-
ods were ST—seed treatment; WG—watering (30 days);
SP—spraying (60 days), except in the absolute control: T1
(ST and WG with BRM32114+BRM32110 and SP with
BRM32110); T2 (ST and WG with BRM32114 4 63523; SP
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with BRM32114); T3 (ST, WG, and SP with BRM32114 +
BRM32110+BRM63523); T4 control (without bacteria and
with Si fertilization); T5 absolute control (without bacteria
and without Si fertilization). The isolates S. marcescens and
B. toyonensis are compatible according to Nascente et al.
(2023).

Evaluation of blast severity

The area under the disease progress curve (AUDPC) was
calculated from three evaluations at two-day intervals. From
the appearance of the first disease symptoms, leaf blast
severity (LBS) was quantified using the diagrammatic scale
(Notteghem 1981) on the first and second expanded leaves,
totaling eight plants evaluated per plot. For evaluating
panicle blast severity (PBS), 10 panicles from each plot were
randomly selected and evaluated using a six-grade scale
(0: no disease observed, 1: <5%, 3: 5-10%, 5: 11-25%, 7:
26-50%, and 9: more than 50%), according to Irri (1996).
AUDPC estimates for leaves and panicles were calculated
according to the method of Shaner and Finney (1977).

Sampling collection and protein extraction
procedure

Leaf collection for enzyme evaluation occurred in two
periods. The first collection was performed after the
watering of treatments in the vegetative stage (VS), and the
second in the reproductive stage (RS) after the spraying of
bioagents. The collected material was stored in an ultra-
freezer (—80 °C) and then macerated in liquid nitrogen
(N) to obtain a powder. The extract was obtained using
0.1 g of the macerated powder in 2 mL of extraction buffer
composed of 10 mM Tris—HCI, 150 mM NaCl, and 2 mM
EDTA (pH 7.0). The obtained extract was then shaken for
1 min and centrifuged under refrigeration (4 °C) for 30 min
at 13,000 g. The supernatant was transferred to new tubes
for protein quantification and enzymatic assays.

Quantification of plant defense-related enzymes
Chitinase activity (CHI, EC 3.2.1.14)

CHI activity was determined by the methodologies of Pan
et al. (1991) and Babu et al. (2003) with modifications for
rice culture, using 100 pL of extracts from each sample
in triplicate and adding 300 pL of 1% colloidal chitin in
1.0 M sodium acetate buffer at pH 5.0. The reaction was
homogenized and incubated for 24 h. The reaction product
was quantified using the DNS method (1% dinitrosalicylic
acid), adding 1 mL to each sample and heating in a water
bath (100 °C). After cooling, 100 pL were transferred to
ELISA plates, and the absorbance was read at 540 nm using
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a spectrophotometer. One unit of enzymatic activity was
defined as the production of 1 pmol of reducing sugar per
minute per milligram of protein.

B—1,3-Glucanase activity (GLU, EC 3.2.1.6)

GLU activity was determined according to the methodology
proposed by Pan et al. (1991) with modifications. In a 2 mL
tube, 100 pL of the extract and 300 pL of 1% laminarin
in 100 mM sodium acetate buffer (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), pH 4.5, were added. The reaction was
homogenized and incubated for 2 h at room temperature.
After this period, the reaction was stopped with 1% DNS
(3,5-dinitrosalicylic acid), remaining for 5 min in a water
bath (100 °C). After cooling, 100 pL were transferred to
ELISA plates, and the absorbance was read at 540 nm using
a spectrophotometer. The unit of f-glucanase activity was
defined as the number of pmol of reducing sugars released
per minute per milligram of protein.

Lipoxygenase activity (LOX, EC 1.13.11.12)

LOX activity was determined by the method described by
Axelrod et al. (1981) with modifications, using 1% linoleic
acid in 50 mM phosphate buffer at pH 6.0 as the substrate,
adding 50 pL of extract from each sample in triplicate. The
reaction was homogenized and incubated for 24 h at 25 °C.
The enzymatic activity was measured using a Spectrum
SP-2000 UV spectrophotometer at a wavelength of 234 nm
and expressed in pmol of hydroperoxide of oxidized linoleic
acid per minute per mg of protein.

Phenylalanine ammonia-lyase activity (PAL EC 4.3.1.5)

PAL activity was determined by quantifying the product
generated (trans-cinnamic acid) by the hydrolysis of the
L-phenylalanine substrate using the method described by
Alunni et al. (2003) with modifications. For this, 1.5 mL
of 10 mM phenylalanine solution in 100 mM borate buffer
at pH 9.0 was used. Then, 50 pL of each sample extract in
triplicate was added. The reaction was homogenized and
incubated for 24 h at room temperature. The absorbance was
read using a Spectrum SP-2000 UV spectrophotometer at a
wavelength of 290 nm. Enzymatic activity was defined as
the amount of trans-cinnamic acid produced in micrograms
per mg of protein (Chaibub et al. 2016).

Quantification of enzymes with antioxidant activity

The collection of the material followed the same procedure
as described in item sampling collection and proteinex-
traction procedure. The extract was obtained using 0.1 g
of the macerated powder in 2 mL of an extraction solution
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(100 mmol L™! potassium phosphate buffer; 12 mM EDTA,;
1.3 mmol L™! dithiothreitol (DTT); 2% PVPP; pH 7.0. The
solution was then shaken for 1 min and centrifuged under
refrigeration (4 °C) for 25 min at 11,200 g. The supernatant
was transferred to new tubes for enzymatic assays.

Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

SOD activity was determined using the methodology of Sun
et al. (1988) with adaptations for rice culture, through two
reactions: the sample and the sample blank. Both reactions
consisted of adding 50 pL of the leaf extract to 2 mL of
determination buffer (50 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.8), 250 pL methionine (13 mM), 250 pL p-nitro-blue
tetrazolium (NBT) (0.4 mM); 250 pL EDTA (12 mM), and
250 pL riboflavin (0.01 mM). The reaction occurred at 25 °C
with exposure to light for the sample and in the absence of
light for the sample blank. After 10 min of light exposure,
the illumination was stopped, and the blue formation
produced by the photo-reduction of NBT was measured in a
spectrophotometer at 560 nm in both samples (illuminated
and non-illuminated) (Del Longo et al. 1993). One unit
of SOD was defined as the amount of enzyme required to
inhibit the photo-reduction of NBT by 50% (Beauchamp and
Fridovich 1971).

Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6)

CAT activity was determined using the methodology of
Kar and Mishra (1976) with adaptations for rice culture.
The mixture consisted of 1950 pL of determination buffer
(100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5), 150 pL
extraction solution, and 750 pL H,0, (50 nM). The reaction
was initiated by adding 150 pL of leaf extract, and activity
was determined by the consumption of H,0, over 3 min, at
30-s intervals, using a spectrophotometer at 240 nm. The
molar extinction coefficient of H,O, (Anderson et al. 1995)
was used to determine the specific CAT activity, expressed
in U-min~! mg™! of protein.

Peroxidase (POX EC 1.11.1.7)

POX activity was evaluated by measuring the oxidation rate of
2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
through its colorimetric property. The reaction mixture con-
sisted of ABTS solution (0.4 mg mL™!) in 1.0 mL sodium
acetate buffer (0.1 M, pH 4.0), 200 pL of hydrogen peroxide
(50 mM), and 50 pL of the extract. The reaction was analyzed
using a spectrophotometer at 405 nm. One unit of POX activ-
ity was defined as the amount of enzyme required to catalyze
the formation of ABTS necessary to increase the absorbance
by 1 unit per hour (Cortes et al. 2008).

Ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11.)

APX activity was determined using the methodology of
Nakano and Asada (1981) with adaptations for rice culture.
The reaction mixture consisted of 1400 pL of determination
buffer (100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5), 50 pL
of EDTA (12 mM), 300 pL of H,0O,, and 200 pL of ascorbic
acid (50 nM). The reaction was initiated by adding 150 pL
of the leaf extract, and activity was determined by the
consumption of ascorbic acid over 3 min, at 10-s intervals,
using a spectrophotometer at 240 nm. APX activity was
expressed in pmol min~! mg~! of protein.

Indicators of biochemical changes
Hydrogen peroxide

Samples containing 250 mg of leaf tissue were macerated
in liquid N, homogenized in 1.5 mL of 0.1% trichloroacetic
acid (TCA), and centrifuged at 12,000 g for 15 min at
4 °C. The supernatant was used to determine the hydrogen
peroxide (H,0,) content, measured spectrophotometrically
by reading the absorbance at 390 nm. A calibration curve
was obtained using standard H,O, solutions prepared in
0.1% TCA for quantification (Junglee et al. 2014).

Pigment contents

Chlorophyll pigments (Chl a), chlorophyll b (Chl b), and
carotenoids were determined using the method proposed by
Pignata et al. (2002). Samples of 0.120 g of leaves macerated
in liquid N were homogenized in 5 mL of 80% acetone.
The supernatant was read using a spectrophotometer at
wavelengths of 645 nm for Chl a, 652 nm for Chl b, and
470 nm for carotenoids. The results were expressed in mg
g~ ! of fresh mass.

Yield

The rice harvest was conducted using a precision harvester
in the usable area of each plot. The harvested grains were
weighed, and based on the mass of the harvested grains, the
yield was calculated (estimated in kg ha™').

Statistical analysis

We used the SIVAR program version 5.3 (Ferreira 2011)
for the analysis of variance (ANOVA) in a factorial
scheme of 5 (treatments) X2 (two seasons) and 4
repetitions. When the F-test was significant, the means
were compared using Tukey’s test (P <0.05). Factorial
analysis graphs were created using Sigma Plot 12.0
software. Correlations between quantitative variables
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were determined using Pearson correlation (Pearson
1895) with the Python programming language (version
3.9.7; Python Software Foundation), and a heatmap was
generated to visualize the results.

Leaf blast severity (LBS)

Results
Leaf blast and panicle blast severity
Treatments combining the rhizobacteria S. marcescens

and B. toyonensis plus Si significantly reduced (P <0.05)
the LBS and PBS (Figs. 1 and 2) in upland rice plants in

s A . b Leaf blast severity (LBS)
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Fig.1 Leaf blast severity (LBS; %) and area under the dis-
ease progress curve (AUDPC) in upland rice plants (cv BRS
Esmeralda) subjected to treatments with rhizobacteria and
Si. T1: BRM32114+32110 (ST and WG), BRM32110 (SP);
T2: BRM32114+63523 (ST and WG), BRM32114 (SP); T3:
BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP); T4: con-
trol (without bacteria and with Si fertilization); T5: absolute control
(without bacteria and without Si fertilization). a LBS Season 1. b
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LBS Season 2. ¢ AUDPC. d Plot of rice plants from T3 and health of
leaves. e Plot of rice plants from absolute control and health of leaves.
For AUDPC (a), mean values (n=60) followed by different lowercase
letters within each season are significantly different at P=0.05. For
AUDPC (a) means (n=60) followed by different uppercase letters
across the two seasons are significantly different at P=0.05, accord-
ing to factorial analysis using SISVAR software
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Fig.2 Panicle blast severity (PBS; %) and area under the dis-
ease progress curve (AUDPC) in upland rice plants (cv BRS
Esmeralda) subjected to treatments with rhizobacteria and
Si. T1: BRM32114+32110 (ST and WG), BRM32110 (SP);
T2: BRM32114+63523 (ST and WG), BRM32114 (SP); T3:
BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP); control (with-
out bacteria and with Si fertilization); AC: absolute control (without
bacteria and without Si fertilization). a PBS 1. b PBS Season 2. ¢

both seasons. Four evaluations for LBS were conducted.
In Season 1, during the first evaluation on day 0, no blast
symptoms were observed on the leaves. On days 2, 4, and 6,
treatments T1, T2, and T3, which combined the bioagents
BRM32114, BRM32110, BRM63523, and Si, were similar
to each other but differed from the controls (T4 and T5)
(Fig. la). In Season 2, on day 4, disease suppression was
greater in T3, with 41.84% and 46.12% reductions compared
to T4 and TS, respectively. On day 6, T2 and T3 had lower
LBS, with reductions of 49.07% and 77.93% compared to
the control (T4) and absolute control (T5), respectively
(Fig. 1b). Si reduced LBS by 81.57% (Season 1) and 79.03%
(Season 2) compared to the absolute control (no bacteria
and only Si fertilization) (Fig. 1). At the end of the evalua-
tion period, the AUDPC calculation showed that treatments

AUDPC. d-h Health of rice plant panicles from treatments T1, T2,
T3, control and absolute control, respectively. For AUDPC (a), mean
values (n=40) followed by different lowercase letters within each
season are significantly different at P=0.05. For AUDPC (a), means
(n=40) followed by different uppercase letters across the two seasons
are significantly different at P=0.05, according to factorial analysis
using SISVAR software

combining bioagents reduced the severity by 77.31% (Sea-
son 1) and 58.15% (Season 2) compared to controls T4 and
TS5 (Fig. 1c).

Regarding the PBS (Season 1) evaluation, no symptoms
were observed on day 0. On day 2, the treatments did not
differ from each other. On day 4, disease suppression was
greater in T1 and T2. On day 6, the treatments only differed
from the absolute control (T5) (Fig. 2a). For PBS (Season
2), on day 2, disease suppression was greater in T1 and T3
compared to the controls T4 and T5. On days 4 and 6, T1,
T2, and T3 were similar to each other but differed from the
controls T4 and T5, with reductions of 62.37% and 49.07%,
respectively (Fig. 2b). Si reduced PBS by 84% (Season 1)
and 49.07% (Season 2) when compared to the absolute con-
trol (without bacteria and without Si fertilization). At the
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«Fig. 3 Activity of defense enzymes, CHI (a, b), GLU (¢, d), LOX
(e, ), PAL (g, h) in the upland rice cv BRS Esmeralda, subjected
to treatments with rhizobacteria and Si, at vegetative and reproduc-
tive stages. T1: BRM32114+32110 (ST and WG), BRM32110
(SP); T2: BRM32114+63523 (ST and WG), BRM32114 (SP); T3:
BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP); T4: con-
trol (without bacteria and with Si fertilization); T5: absolute control
(without bacteria and without Si fertilization). Mean values (n=6)
followed by different lowercase letters within each season are sig-
nificantly different at P=0.05. Means (n=6) followed by different
uppercase letters across the two seasons are significantly different at
P=0.05, according to factorial analysis using SISVAR software

end of the evaluation period, the AUDPC calculation showed
that treatments with bioagents and Si reduced AUDPC by
up to 60.63% (Season 1) and 56.63% (Season 2) compared
to the controls (Fig. 2c¢).

Defense enzymes

The factorial statistical analysis showed a significant interac-
tion (P <0.05) between the treatments. The combinations of the
rhizobacteria S. marcescens and B. toyonensis plus Si fertili-
zation induced increases in the activity of enzymes involved
in plant defense in the cultivar BRS Esmeralda at both stages
(VS and RS) and across different seasons conducted in the same
experimental field area (Fig. 3).

Chitinase (CHI)

In the VS during Season 1, T2 showed the highest specific
enzyme activity, with an increase of 86.21% compared to
the controls. In Season 2, treatments T2 and T3 exhibited a
1450% increase compared to the control. In the RS during
Season 1, T1 showed the highest specific enzyme activity,
with an increase of up to 116.79% compared to the controls.
In Season 2, T3 showed an increase of up to 532% compared
to the controls. All treatments showed higher CHI enzyme
activity in both stages in the first season (Fig. 3a, b).

B—1,3-Glucanase (GLU)

In the VS, T1 (Season 1) and T3 (Season 2) showed the
highest specific enzyme activity, with increases of up to
73.43% and 507.77%, respectively, compared to the controls.
In the RS during Season 1, the treatments with bioagents and
Si differed only from the control. In Season 2, treatments
with bioagents and Si were superior to the controls, showing
a 75% increase. All treatments showed higher GLU enzyme
activity in both stages in the first season (Fig. 3c, d).

Lipoxygenase (LOX)

In the VS, specific enzyme activity of LOX was higher in T1
(Season 1) and T2 (Season 2), with increases of 146.64% and

29.63%, respectively, compared to the controls. In the RS,
the treatments were similar in both seasons. All treatments
showed higher LOX enzyme activity in the second season
in both stages (Fig. 3e, f).

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL)

In the VS, specific enzyme activity of PAL was higher in
T1 (Season 1) and T2 (Season 2), with increases of up to
85.81% and 211.90%, respectively, compared to the controls.
In the RS, there was a difference only in Season 1, where
T2 showed higher PAL activity, with an increase of up to
121.62% compared to the controls. All treatments showed
higher PAL enzyme activity in both stages in the first season
(Fig. 3g, h).

Antioxidant enzymes

In the factorial analysis (treatments x seasons), there was
a significant interaction (P <0.05) in the evaluated stages.
The combinations of the rhizobacteria S. marcescens and
B. toyonensis plus Si fertilization induced increases in the
antioxidant activity of the cultivar BRS Esmeralda in the two
seasons harvested in the field (Fig. 4).

Superoxide dismutase (SOD)

In the VS during Season 1, the treatments were similar. In
Season 2, T2 and T3 showed higher specific enzyme activity,
with an increase of up to 137.38% compared to the controls.
In the RS during Season 1, T1 showed higher specific
enzyme activity, with an increase of 70.34% compared to
the controls. In Season 2, T3 showed higher specific enzyme
activity, with an increase of 43.47% compared to the controls
(Fig. 4a, b). In the factorial analysis between seasons, T1,
control, and absolute control showed higher SOD activity in
Season 1, while T2 and T3 showed higher SOD activity in
Season 2 in the VS (Fig. 4a, b).

Catalase (CAT)

In the VS and RS (Season 1), T1 showed the highest enzyme
activity, with increases of up to 746.66% and 133.84%,
respectively, compared to the controls. In Season 2, both
in the VS and RS, T2 was superior, with increases of up
to 880.39% and 319.11%, respectively, compared to the
controls. All treatments showed higher CAT enzyme activity
in the second season in both stages, except for T1, which was
similar (Fig. 4c, d).
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«Fig. 4 Activity of antioxidant enzymes SOD (a, b), CAT (c, d),
POX (e, f), APX (g, h) in the vegetative and reproductive stages of
upland rice cv BRS Esmeralda subjected to treatments with rhizo-
bacteria and Si. T1: BRM32114+32110 (ST and WG), BRM32110
(SP); T2: BRM32114+63523 (ST and WG), BRM32114 (SP); T3:
BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP); T4: con-
trol (without bacteria and with Si fertilization); T5: absolute control
(without bacteria and without Si fertilization). Mean values (n=4)
followed by different lowercase letters within each season are sig-
nificantly different at P=0.05. Means (n=4) followed by different
uppercase letters across the two seasons are significantly different at
P=0.05, according to factorial analysis using SISVAR software

Peroxidase (POX)

In the VS during Season 1, the treatments were similar. In
Season 2, T2 showed higher specific POX activity, with an
increase of 411.25%. In the RS during Season 1, the treat-
ments differed only from the absolute control. In Season 2,
T3 showed higher POX activity, with an increase of 54.74%.
In the factorial analysis between seasons, in the VS, T1 and
the absolute control had higher activity in Season 1, while
the other treatments had higher activity in Season 2. In
the RS, all treatments, except for the control, were similar
between seasons (Fig. 4e, f).

Ascorbate peroxidase (APX)

In the vegetative stage (VS) during Season 1, T2 showed
the highest APX activity, with an increase of up to 533.11%
compared to the controls. In Season 2, the treatments with
bioagents and Si were similar and superior to the controls,
with an increase of 320%. In the reproductive stage (RS),
T2 in Season 1 and T3 in Season 2 showed the highest APX
activity, with increases of 533.11% and 324%, respectively.
In the factorial analysis of treatments between seasons, in the
VS, only T3 differed statistically, being superior in Season 1.
In the RS, T1 in Season 1 and T3 in Season 2 were superior
to the other treatments (Fig. 4g, h).

Biochemical indicators

In the factorial analysis (treatments x seasons), there was
a significant interaction (P <0.05) in the evaluated stages.
The combinations of the rhizobacteria S. marcescens and
B. toyonensis plus Si fertilization showed higher quantities
of biochemical indicators in the plants of the cultivar BRS
Esmeralda in two seasons harvested in the field (Fig. 5).

Chlorophyll a

In the VS during Season 1, the treatments with bioagents and
Si and the control were similar and superior to the absolute
control. In Season 2, the highest concentration of Chl-a was
in T3, with an increase of 140% compared to the absolute

control. In the RS, in both seasons, the treatments were
similar, except for the control in Season 1. In the factorial
analysis between seasons, all treatments showed higher
concentrations of Chl-a in the second season in both stages
(Fig. 5a, b).

Chlorophyll b

In the VS during Season 1, T1, T3, and the control were
similar and superior to the absolute control. In Season 2, T2
and T3 showed the highest concentrations of Chl-b, with
an increase of 95.12% compared to the control. In the RS,
the treatments were similar in Season 1, and T2 showed
the highest concentration in Season 2, with an increase
of 49.8%. In the factorial analysis between seasons, all
treatments showed higher concentrations of Chl-b in the
second season in both stages (Fig. 5c, d).

Carotenoids

In the VS during Season 1, T1, T3, and the control were
similar and superior to the absolute control. In Season 2, T2
and T3 showed the highest concentrations of carotenoids,
with an increase of up to 63.88% compared to the absolute
control. In the RS, the treatments were similar in Season
1, while T2, T3, and the absolute control showed higher
concentrations in Season 2, with an increase of 35%. In the
factorial analysis between seasons, all treatments showed
higher concentrations of carotenoids in the second season
in both stages (Fig. Se, f).

H,0,

In the VS during Season 1, T1, T3, and the control were
similar and superior to the absolute control. In Season 2, T3
showed the highest production of H,0,, with an increase
of up to 163.58% compared to the absolute control. In the
RS during Season 1, T3 showed the highest production of
H,0,, with an increase of up to 33.57% compared to the
absolute control. In Season 2, the treatments with bioagents
and Si were superior to the control, with an increase of
39.92%. In the factorial analysis between seasons, in the
VS, only T2 was similar, while the other treatments were
superior in Season 1. In the RS, all treatments showed higher
concentrations of H,0O, in the first season (Fig. 5g, h).

Yield of cultivar BRS Esmeralda

There was a significant interaction (P <0.05). In the factorial
analysis (treatment X season). In Season 1, the treatments
were similar. In Season 2, the combination of the rhizobac-
teria S. marcescens and B. toyonensis plus Si fertilization in
T1 achieved the highest yield, with an increase of 71.95%
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«Fig.5 Activity of biochemical indicators Chl a (a, b), Chl b (c, d),
carotenoids (e, f), H,O, (g, h) in the vegetative and reproductive
stages of upland rice cv BRS Esmeralda, subjected to treatments
with rhizobacteria and Si. T1: BRM32114+32110 (ST and WG),
BRM32110 (SP); T2: BRM32114+ 63523 (ST and WG), BRM32114
(SP); T3: BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP);
T4: control (without bacteria and with Si fertilization); T5: absolute
control (without bacteria and without Si fertilization). Mean values
(n=4) followed by different lowercase letters within each season are
significantly different at P=0.05. Means (n=4) followed by different
uppercase letters across the two seasons are significantly different at
P=0.05, according to factorial analysis using SISVAR software

compared to the absolute control. Between seasons, T1 and
T3 were similar. T2, control, and absolute control had higher
yields in Season 2 (Fig. 6).

Pearson correlation between variables of Season 1
and Season 2

In the Pearson correlation analysis of the variables, signifi-
cant results (P <0.05) were observed for all assays (Figs. 7
and 8). LBS correlated negatively and significantly with all
PR proteins (except POX), antioxidant enzymes, biochemi-
cal indicators, and yield in Season 1 (Fig. 7a). PBS showed
a strong negative and significant correlation with CHI, PAL,
POX, carotenoids, H,0,, and yield in Season 1 (Fig. 7b).
In Season 2, LBS correlated negatively and significantly
with all PR proteins (except LOX), antioxidant enzymes,
biochemical indicators, and yield (Fig. 8a). PBS showed
a strong negative and significant correlation with the vari-
ables CHI, GLU, PAL, SOD, H,0,, and yield in Season 2
(Fig. 8b).

Discussion

The blast caused by the fungus M. oryzae can affect the
entire aerial part of the plant, from the early stages of
development to the final grain-filling phase, and is prevalent
in all regions where this cereal is cultivated (Ogoschi et al.
2018). Currently, the management of leaf and panicle blasts
is achieved through an integration of cultural practices,
genetic resistance, and chemical control. However, the
complex biology of M. oryzae leads producers to schedule
fungicide applications, often applying them unnecessarily.
Additionally, excessive N fertilization in pursuit of high
yield accelerates the progression of disease severity.
Managing both leaf and panicle blasts requires the inclusion
of sustainable measures, such as biological agents capable of
promoting biological control of the disease and plant growth
(Prabhu et al. 2003; Silva-Lobo et al. 2012). Rhizobacteria
suppress phytopathogens through various mechanisms,
such as competition for space and nutrients, production
of metabolites, antibiotics, siderophores, and extracellular

enzymes. They can be used independently or as important
components in the sustainable management of rice diseases
(Hassan et al. 2014; Dubey et al. 2015). Recent studies
conducted by our team have determined the efficiency of
these isolates in producing extracellular enzymes such as
amylase, cellulase, lipase, pectinase, protease, and chitinase,
as well as biofilm and siderophores (siderophores units
(SU)=53.1 and 46.0%) (Faria 2021; Faria et al. 2023). These
findings suggest that enzymes, biofilm, and siderophores
are important components that act during interactions with
phytopathogens and other members of the rice microbiota.

In the present study, we evaluated the synergistic
effect of combining the rhizobacteria BRM32114 (S.
marcescens) and BRM32110 (B. toyonensis) with Si in
different application methods to suppress leaf and panicle
blasts across two seasons conducted under field conditions
with low P (LP) fertilization. In the factorial analysis of our
study, we demonstrated that the combination of bioagents
and Si suppressed LBS and PBS by up to 84%, in addition
to reducing AUDPC by up to 77.31% (Figs. 1 and 2). Both
seasons faced challenges from biotic stress (blast—AM.
oryzae) and abiotic stress (water deficit—absence of rainfall)
and differed from each other. Previous studies (Filippi et al.
2011; Sperandio et al. 2017; Sousa et al. 2020) have reported
the efficiency of the rhizobacteria Pseudomonas fluorescens
(BRM32111) and Burkholderia pyrrocinia (BRM32113) in
suppressing LBS by 66% and 80% and PBS by 50% and
80%, respectively, in upland rice, corroborating our results.
Besides blast, the genera Serratia, Bacillus, Priestia,
Enterobacter, Stenotrophomonas, and Pseudomonas have
shown prominence as suppressors of brown spot, and
sheath blight (Ajulo et al. 2023, 2024a, 2024b). Serratia
marcescens (BRM63521) was also evaluated for its
suppression of sheath blight (Rhizoctonia solani) in vitro
(with a reduction of 66.32%) and in the greenhouse (relative
lesion size of 23.37 cm) (Ajulo et al. 2023). This information
is crucial for the integrated management of rice diseases. As
another sustainable method for managing leaf and panicle
blast, we used Si in the form of Si fertilization (SiCaMg)
associated with bioagents. Si is one of the most abundant
minerals in the Earth’s crust, and rice is characterized as
a Si-accumulating and Si-responsive crop. After being
absorbed by the plant, Si is deposited in the cell wall,
forming a double layer of silica-cuticle and silica-cellulose,
creating a strengthened physical barrier that prevents or
delays pathogen penetration (Shi et al. 2013; Chen et al.
2019; Prado et al. 2020). It also improves plant resistance
to biotic and abiotic stresses, mediating the modulation of
intracellular signaling system activity, which is considered
a primary response in pathogen-infected cells. Intracellular
signaling leads to the expression of defense genes that
direct the hypersensitive response, structural modifications
of cell walls, synthesis of antimicrobial compounds, and
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Fig.6 Yield of the rice cv BRS Esmeralda subjected to treatments
with rhizobacteria and Si cultivated under low phosphorus condi-
tions. T1: BRM32114+32110 (ST and WG), BRM32110 (SP);
T2: BRM32114+63523 (ST and WG), BRM32114 (SP); T3:
BRM32114+BRM32110+BRM63523 (ST, WG, SP); T4: con-
trol (without bacteria and with Si fertilization); T5: absolute control

PR proteins (Kurabachew and Wydra 2014; Coskun et al.
2019). Our results showed the isolated effect of Si as one
of the suppressors of blast when compared to the control
(without bioagents and with Si). We observed that, in the
absence of Si, there was an increase in LBS of up to 81.57%
(Fig. 2). In previous studies (Faria et al. 2023), in upland
rice plants fertilized with Si and treated with Burkholderia
cepacia (BRM32111), the AUDPC of leaf blast was 87.96%
lower than the control. The same authors reported that the
combination of Si and B. cepacia resulted in an 84.13%
lower AUDPC of leaf blast in rice plants subjected to water
deficiency. These findings are consistent with our results,
where upland rice plants treated with bioagents and fertilized
with Si showed a reduction in AUDPC of up to 77.31% in
leaves and 56.63% in panicles under field conditions.

The results of the enzymatic activities provide insights
into the mechanisms involved in suppressing them. The
reduction in disease severity (Figs. 1 and 2) indicates
that treatments with bioagents and Si enable the plant to
react against M. oryzae invasion by activating defense
mechanisms, increasing the activity of CHI, GLU, LOX, and
PAL (Fig. 3) more efficiently than untreated plants. Changes
in the activities of these enzymes allow for monitoring the
induced-systemic resistance (ISR) status of plants exposed
to pathogens (Almeida et al. 2012; Pieterse et al. 2014).
The heatmap showed a strong negative correlation between
LBS in both stages (VS and RS) and the enzymatic activities

@ Springer

(without bacteria and without Si fertilization). Mean values (n=4)
followed by different lowercase letters within each season are sig-
nificantly different at P=0.05. Means (n=4) followed by different
uppercase letters across the two seasons are significantly different at
P=0.05, according to factorial analysis using SISVAR software

of CHI (0.67), GLU (0.89), CAT (0.74), and APX (0.86).
The higher the enzymatic activity, the lower the LBS.
The bioagents combined with Si in T3 induced higher
activity of CHI, GLU, and PAL by up to 1450%, 507.77%,
and 211.90%, respectively (Fig. 3). Many plant species
accumulate chitinases and —1,3-glucanases in response to
phytopathogen infection. These enzymes hydrolyze organic
polymers like f—1,3-glucans and chitins, which are the main
components of the cell walls of most fungi (Boller 1993;
Yarullina et al. 2016; Vaghela et al. 2022). Wang et al. (2021)
observed that a novel f—1,3-glucanase was involved in rice’s
defense response against M. oryzae, where f—1,3-glucanase
Gns6 (0.3 to 0.5 pg/pL) inhibited germ tube formation and
reduced appressorium formation by 84%. PAL catalyzes
the first reaction in the biosynthesis of phenylpropanoids
in plants and is the precursor enzyme for various defense
compounds such as lignin, suberin, phytoalexins, flavonoids,
and general phenolic compounds. The synthesis and
accumulation of these compounds are part of the strategy
developed by plants to prevent pathogen invasion (Rodriguez
et al. 2006; Almeida et al. 2012). Combining bioagents and
Si increased LOX activity by 146.64% compared to control
T5 (Fig. 3). LOX catalyzes the formation of hydroperoxides
from polyunsaturated fatty acids, which are triggered in
plant defense responses (Baysal and Demirddven 2007).
Our data are promising in the suppression of blast and the
enhancement of defense activity, corroborating the findings
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Fig.7 Heatmap of the correlation matrix showing the Pearson cor-
relation coefficient values of the variables evaluated in Season 1 at
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from —1 to+1, where —1 indicates a strong negative linear relation-
ship between the variables, 1 indicates a perfect strong positive lin-
ear relationship between the variables, and O indicates no relation-

of Arriel-Elias et al. (2019) who used liquid formulations
containing Pseudomonas fluorescens and Burkholderia
pyrrocinia as active ingredients. They reported up to
97% suppression of rice blast and significant increases
in the activities of p—1,3-glucanase and chitinase (83%),
phenylalanine ammonia-lyase (90.05%), and lipoxygenase
(79%).

Rice plants are sensitive to ROS accumulation when
exposed to biotic and abiotic stress conditions (Joshi et al.
2020). Water stress or drought is one of the most important
factors limiting upland rice cultivation. Water stress is char-
acterized by low soil water content, resulting in insufficient
water absorption by plants (Hodson and Bryant 2012). In our
trials, during the period leading up to the collection of sam-
ples (leaves) for biochemical analyses, the plants were under
low or no rainfall conditions (Figs. S1 and S2), indicating a
state of abiotic stress. Therefore, in addition to the defense
system, in the present study, we also evaluated the antioxi-
dant system APX, POX, CAT, and SOD, which increased by
533.11%, 411.25%, 880.39%, and 137.38%, respectively, due
to the bioagents and Si (Fig. 4). This antioxidant system nega-
tively correlated with LBS and PBS in both seasons (Figs. 7
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ship between the studied variables. White coefficient=significant
correlation (P<0.05). Black coefficient=non-significant correlation
(P>0.05). CHIchitinase, GLU glucanase, PALphenylalanine ammo-
nia-lyase, LOXlipoxygenase, POXperoxidase, SOD superoxide dis-
mutase, CATcatalase, APXascorbate peroxidase, Chl achlorophyll
a, Chl bchlorophyll b, Carotcarotenoids, H,0,hydrogen peroxide,
YIEyield

and 8). Under stress conditions caused by M. oryzae infection,
we observed significant increases in H,O, levels in treatments
with bioagents and Si in Season 2, in the VS (Fig. 5g, h).
These results can be explained by the higher SOD activity in
the respective treatments (Fig. 4a, b), which showed a strong
positive correlation (0.68-0.96) and a direct proportionality
(Figs. 7 and 8). Thus, higher SOD activity leads to higher
H,0, concentration. This is because SOD is responsible for
converting harmful O, into less reactive H,0, in stressed
plants (Vishwakarma et al. 2020). SOD is considered the first
line of defense against stress, catalyzing the dismutation of
the superoxide radical into H,O, (Al-Zahrani et al. 2022).
Once superoxide radicals are converted into H,O, by SOD,
the enzymes CAT, POX, and APX—which showed higher
activity in the treatments with bioagents and Si in this study
(Fig. 4)—act to detoxify H,0, by reducing it to water or oxy-
gen within the cell (Howarth 2005). Our results are consistent
with Gusain et al. (2015) who observed higher activities of
SOD (176%), CAT (167%), POD (139%), and APX (180%) in
rice cultivars mediated by rhizobacteria. The combination of
rhizobacteria and Si can mitigate oxidative damage in plants
by regulating ROS activity, which at elevated levels impairs
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Fig.8 Heatmap of the correlation matrix showing the Pearson cor-
relation coefficient values of the variables evaluated in Season 2 at
the vegetative stage (a) and reproductive stage (b). Positive val-
ues are in blue, and negative values are in red. The variation ranges
from —1 to+1, where —1 indicates a strong negative linear relation-
ship between the variables, 1 indicates a perfect strong positive lin-
ear relationship between the variables, and O indicates no relation-

various metabolic functions and causes damage to proteins,
lipids, carbohydrates, and DNA (Kim et al. 2017; Verma et al.
2020b). Si also elevates antioxidant activities in plants and
alters the concentrations of common oxidative stress mark-
ers, including malondialdehyde, H,O,, and proline (Coskun
etal. 2019).

The photosynthetic pigments Chl a, Chl b and carotenoids
are positively and strongly correlated with each other with
a correlation coefficient of between 0.61 and 0.99 (Figs. 7
and 8), but were little influenced by the treatments (Fig. 5).
This may be related to an important characteristic of BRS
Esmeralda, the persistence of the green color of the leaves
(“stay green”). It is reported that “stay green” allows plants
to remain green and continue their photosynthetic activity
even under unfavorable environmental conditions (Borrell
et al. 2014; Ali et al. 2023). The highest concentrations of
carotenoids occurred with the combined treatment of rhizo-
bacteria and Si, increasing by up to 63.88%. The combina-
tion of rhizobacteria (PC1 +PC4) and nanosilicon dioxide
increased carotenoid levels by 307% compared to the control
in corn leaves (Kukreti et al. 2020). Carotenoids are a class of
phenolic compounds that act in chloroplasts to prevent lipid
peroxidation by eliminating the oxide radical (Racchi 2013).

The yield of the BRS Esmeralda cultivar increased by
24.57% compared to the control and by 72% compared
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ship between the studied variables. White coefficient=significant
correlation (P<0.05). Black coefficient=non-significant correlation
(P>0.05). CHI chitinase, GLU glucanase, PAL phenylalanine ammo-
nia-lyase, LOX lipoxygenase, POX peroxidase, SOD superoxide dis-
mutase, CAT catalase, APX ascorbate peroxidase, Chl a chlorophyll
a, Chl b chlorophyll b, Carot carotenoids, H,0, hydrogen peroxide,
YIE yield

to the absolute control with the application of bioagents
and Si (Fig. 6). Our results also highlight the isolated
increase from each factor: rhizobacteria increased yield
by 33.94% and Si (2 tons ha™!) by 38.06% in Season 2.
Souza et al. (2021) observed that Si (4 tons ha™!) provided
a 27% increase, and bioagents (B. pyrrocinia+ P. fluores-
cens + a pool of Trichoderma asperellum) showed a 19.6%
increase in the upland rice yield. The synergy between
bioagents and Si enhanced our yield, potentially linked
to mitigating nutritional deficiencies in plants and soil
(Hernandez-Apaolaza et al. 2014). The combination of
rhizobacteria and Si fertilization in agricultural practices
is a sustainable tool with beneficial effects on growth
promotion and improved disease resistance in upland
rice plants already reported by Souza et al. (2015, 2021),
Sperandio et al. (2017), and Faria et al. (2023). The sup-
pression of LBS and PBS demonstrated in our study with
the application of bioagents supports the yield increase
observed. The results indicate a strong negative correla-
tion with blast, where the increase in enzymatic activities
induced by bioagents and Si reduced LBS and PBS, both
in VS and RS, across both seasons and correlated posi-
tively with yield. In the present study, the BRS Esmeralda
cultivation area did not receive phosphate fertilization,
and the experiment was conducted under low P (LP). Soil
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analyses showed 1.5 mg/dm? (Season 1) and 0.5 mg/dm?
(Season 2) of P, which is considered low for upland rice
cultivation. According to Santos et al. (2006), LP levels
are up to 2.6 mg/dm? of P, medium levels range from 3.1
to 6 mg/dm?, and high levels are above 6 mg/dm>.The
results confirm that the combination of rhizobacteria and
Si increased grain yield by 71.95% under limited available
P conditions.

The isolates used are inorganic P solubilizers:
BRM32114 (IS =1.44) and BRM32110 [solubilization
index (IS)=1.11] (Faria 2021). The solubilization of
non-labile P by rhizobacteria occurs through the action of
organic acids (citric, formic, malic, oxalic, and gluconic
acids) (Zeng et al. 2022), with gluconic acid being the
predominant organic acid in phosphate solubilization
(Xie et al. 2021). Previous studies have reported the effect
of Si on increasing plant growth in conditions of low P
availability (Etesami and Jeong 2018). This element has
been shown to have a beneficial effect on plants grown,
under P limitation through different mechanisms, such as
increasing nutrient use efficiency and modifying C:N:P
(Carbon: Nitrogen: Phosphorus) stoichiometry (Neu
et al. 2017). C:N:P is important indicator of organic
matter’s stabilization and mineralization and influences
soil fertility; greater exudation of organic acids by the
roots, which mobilize P in the rhizosphere, and positive
regulates P transporters in roots of deficient plants in
this nutrient, as well as an increase in soil pH (Kostic
et al. 2017). Phosphorus-limited soil without phosphate
chemical fertilization, when fertilized with silicate
improved phosphorus availability and increased barley
yields (Fisher 1929).

In addition to the factors addressed in this study, such as
blast severity and P deficiency, it is important to note that
upland rice also faces the challenge of water scarcity, as its
cultivation depends directly on rain. The isolates assessed in
the present study (BRM 32110 and BRM 32114) were also
tested by Costa et al. (2023) on a phenotyping platform of
the Integrated Drought-Induced Treatment System (Sistema
Integrado de Tratamento Induzido pela Seca—SITIS). The
combination of bioagents and Si in a landrace of upland
rice (Samambaia Branco cultivar) improved the plants root
system architecture. Specifically, it increased surface area by
40.9%, diameter by 11.5%, volume by 53.8%, and the num-
ber of thick roots by over 14.0% and 45.0% at soil depths
of 25 and 45 cm, respectively; fine roots increased by over
25.0% at a soil depth of 45 cm. These results are significant
because water and nutrient absorption by plants is associated
with fine roots, especially nutrients with low mobility, such
as phosphorus (Comas et al. 2013; Gu et al. 2017), while
thick roots have the ability to penetrate deeper soil layers,
particularly under hardpan conditions during drought (Gui-
maraes et al. 2020).

Conclusion

According to the results of this study, the combined
application of rhizobacteria S. marcescens and B.
toyonensis, together with silicon, on rice plants was
more effective than the controls. Blast disease, caused
by the fungus M. oryzae, negatively affects productivity.
We demonstrated that the combination of bioagents and
silicon provided synergy in reducing the severity of leaf
and panicle blast. In addition, the activities of defense-
related enzymes and antioxidants were significantly
modulated in treatments combining bioagents and silicon.
The cultivation of upland rice is limited by P deficiency,
and the application of rhizobacteria and silicon enabled
successful cultivation, increasing yields by 70% in low P
conditions, indicating a potential strategy for improving P
availability. However, further research trials are needed to
confirm these results, particularly in regions with different
soil and climate conditions. Furthermore, it is essential to
explore the effect of silicon on microbial gene expression
and plant biochemistry, to confirm whether the application
of silicon and rhizobacteria can be a general strategy to
increase P availability and manage diseases.
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Fig. S1 Precipitagdo (mm) e temperatura média (Celsius) durante o periodo de coleta de folhas para andlises

enzimaticas nos estadios vegetativo (a) e reprodutivo (b) da cultivar de arroz de terras altas BRS Esmeralda,
Safra 1, em condi¢des de campo na Fazenda Capivara da Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antonio, Goias, Brasil.
Lat: 16°28' (16.4666); Long: 49°17' (49.2833); Alt: 823 m. Fonte: InfoClima — Informacdes Climaticas,

Embrapa. a = estadio vegetativo - Safra 1, b = estadio reprodutivo - Safra 1. * = Dia da coleta das folhas em

campo para 0s ensaios enzimaticos
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Fig. S2 Precipitagdo (mm) e temperatura média (Celsius) durante o periodo de coleta de folhas para andlises
enzimaticas nos estddios vegetativo e reprodutivo da cultivar de arroz de terras altas BRS Esmeralda, Safra 2,
em condi¢des de campo na Fazenda Capivara da Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antdnio, Goids, Brasil. Lat:
16°28' (16.4666); Long: 49°17' (49.2833); Alt: 823 m. Fonte: InfoClima — Informagdes Climaticas, Embrapa.
a = estadio vegetativo - Safra 2, b = estadio reprodutivo - Safra 2. * = Dia da coleta das folhas em campo para
0s ensaios enzimaticos.
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Fig. S3 Aplicacdo de bioagentes Serratia marcescens e Bacillus toyonensis no cultivo de arroz de terras altas

em condi¢des de campo. a = tratamento de sementes (TS); b = rega no solo (RG); ¢ = pulverizagio das plantas
(PV). Fonte: De Oliveira, 2023.
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RESUMO

Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) e silicio (Si) sao conhecidas por
mitigar estresses biotico, e baixos niveis de fosforo (P) em plantas de arroz de terras altas.
Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial da interagdo entre bioagentes e silicio na
supressao da severidade da brusone das folhas e das paniculas, no aumento dos teores de
absor¢ao de nutrientes e da produtividade, em plantas de arroz de terras altas, em condigdes
de baixo P no campo. O experimento foi conduzido durante duas safras de cultivo (E1 e E2),
em delineamento de blocos casualizados e quatro repeticdes, € foi composto por cinco
tratamentos, combinando uma mistura de trés rizobactérias, BRM 32114 ¢ BRM62523
(Serratia marcescens) e BRM32110 (Bacillus toyonensis), ¢ trés métodos de aplicagao
(tratamento de sementes; rega; pulverizacao). Silicato de calcio e magnésio (2 t/ha) foi
aplicado sobre um solo com baixo teor de P, 30 dias antes da semeadura. Foram avaliados a
brusone foliar (LBS) e das paniculas (PBS), Area sob a Curva de Progresso da Doenca
(AACPD), teor de nutrientes da parte area, biomassa, os componentes de producdo, e a
produtividade. Os bioagentes e o silicio suprimiram a LBS em 77,93 e a PBS em 62,37%,
reduziram a AACPD em 77,3 (LBS) e 60,6% (PBS). As plantas acumularam maior teor de
fosforo (45%), potéssio (21%), Fe (94%), manganés (50%), zinco (10%).Aumentaram a
altura das plantas (10%), no nimero de perfilhos (19%), no nimero de paniculas (43%) e na
biomassa aérea (49%), além de reducdo na esterilidade das paniculas em 49%. A
produtividade em E1 foi 25% maior do que em E2. Os tratamentos diferiram estatisticamente
apenas em E2, onde a produtividade com bioagentes e silicio (2435,72 kg.ha™) foi 72%
superior em comparagao ao controle absoluto. A aplicagdo de rizobactérias e Si representa
uma combinagdo promotora de crescimento e bioprotetora para o manejo do cultivo de arroz
de terras altas sob baixa disponibilidade de nutrientes.

Palavras chave: PGPR, estresse biotico; absor¢ao de minerais
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ABSTRACT

Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) and silicon (Si) are known for mitigating
biotic stress and low phosphorus (P) levels in upland rice plants. This study aimed to evaluate
the potential interaction between bioagents and silicon in suppressing the severity of leaf and
panicle blast, increasing nutrient absorption, and improving yield in upland rice plants under
low P field conditions. The experiment was conducted over two growing seasons (E1 and
E2) in a randomized block design with four replications, consisting of five treatments that
combined a mixture of three rhizobacteria: BRM 32114 and BRM62523 (Serratia
marcescens) and BRM32110 (Bacillus toyonensis), and three application methods (seed
treatment, irrigation, and spraying). Calcium and magnesium silicate (2 t/ha) was applied to
low-P soil 30 days before sowing. Evaluations included leaf blast (LBS) and panicle blast
(PBS), the area under the disease progress curve (AUDPC), nutrient content in the aerial
parts, biomass, production components, and yield. The bioagents and silicon suppressed LBS
by 77.93% and PBS by 62.37%, reducing AUDPC by 77.3% (LBS) and 60.6% (PBS). Plants
accumulated higher levels of phosphorus (45%), potassium (21%), iron (94%), manganese
(50%), and zinc (10%). They also showed an increase in plant height (10%), tiller number
(19%), panicle number (43%), aerial biomass (49%), and a reduction in panicle sterility by
49%. The yield in E1 was 25% higher than in E2. Treatments differed statistically only in
E2, where yield with bioagents and silicon (2435.72 kg.ha™) was 71.95% higher compared
to the absolute control. The application of rhizobacteria and Si represents a growth-
promoting and bioprotective combination for managing upland rice cultivation under low
nutrient availability.

Keywords: PGPR, biotic stress; mineral absorption
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ o principal alimento bésico a nivel global, sendo uma
fonte essencial de nutri¢do para mais da metade da populagcdo mundial (Rehman et al. 2019).
No Brasil, seu cultivo ocorre predominantemente em dois sistemas: irrigado e de terras altas.
Ambos enfrentam o desafio de aumentar a produtividade de forma sustentavel (Aratjo et al.
2016). No cultivo em terras altas, o sistema de plantio direto (SPD) tem se destacado por
permitir a manutencdo da cobertura vegetal na superficie do solo, contribuindo para a
regulagao térmica, a melhoria da umidade e o aumento do teor de matéria organica, além de
favorecer a atividade bioldgica do solo. Representa um sistema mais sustentavel, pois
depende da 4gua da chuva, possui menor emissdo de gases de efeito estufa (Nascente et al.
2013). Entretanto, a baixa disponibilidade de fésforo (P) no solo ¢ um dos principais fatores
limitantes da produtividade nesse sistema (Prado et al. 2020). Nos solos do Cerrado, apenas
uma fracao de 5% a 25% do P aplicado esté disponivel para absorcao pelas plantas, enquanto
75% a 95% fica quimicamente fixado, tornando-se indisponivel para a cultura (Batool &

Igbal, 2019).

Outro fator limitante na cultura do arroz de terras altas ¢ a brusone causada por
Magnaporthe oryzae e representa uma ameaga significativa a producdo desse cereal,
resultando em perdas substanciais (Klotzbiicher et al. 2018). Populacdes de M. oryzae se
destaca pela alta variabilidade e complexa biologia, que permite rapida adaptagdo aos genes
de resisténcia do hospedeiro. Brusone nas folhas causa reducao da area foliar e da taxa
fotossintética, e nas paniculas causa danos como redugdo do peso dos graos e, em alguns
casos, perda completa das paniculas. Estudos indicam que a infec¢@o pelo fungo M. oryzae
pode causar uma reducdo no rendimento do arroz de aproximadamente 30% a 50% (Khan et

al. 2014).

Nesse sentido, a exploracao de P ndo disponivel e a mitigagdo de brusone em plantas
de arroz de terras altas, requer demandas biotecnoldgicas sustentaveis. A solubilizagdo do
fosforo nao 1abil pelas rizobactérias ocorre pela acao de acidos organicos, como os acidos
acético, citrico, formico, malico, oxalico e gluconico (Zeng et al. 2022). Dentre estes, o acido
gluconico € considerado o dcido organico predominante na solubilizacdo do fosfato (Xie et
al. 2021). Em relagdo ao manejo da brusone, rizobactérias sao uma ferramenta promissora
que pode ser utilizada de forma independente, bem como integrado com outros métodos de

forma sustentavel (Dubey et al. 2015). No controle de patdgenos, as rizobacterias agem por
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diferentes mecanismos de acdo, como competi¢do por espagos € nutrientes, producio de
varios metabolitos, como antibioticos, sideroforos e enzimas hidroliticas. Em muitos casos,
os metabdlitos suprimem o patdégeno interferindo em seu mecanismo de respiracdo e

hidrolisando sua parede celular (Lugtenberg e Kamilova 2009; Hassan et al. 2014).

A aplicagdo de silicio (Si) na agricultura ¢ outra alternativa promissora e sustentavel
para mitigar os efeitos de estresses em diferentes culturas (Rodrigues et al. 2005; Etesami e
Jeong, 2018). Na solugao do solo, o silicio encontra-se disponivel para as plantas na forma
de acido monossilisico (H4Si04), sendo um elemento mével e absorvido pelas plantas por
fluxo de massa (Meharg, 2015). A cultura do arroz ¢ caracterizada como acumuladora de
silicio e responsiva a adubacgao silicatada (Shi et al. 2013), apds a absorc¢do pela planta, sao
depositados na parede celular formando dupla camada silica-cuticula e silica-celulosa,
contribuindo para a reducdo da transpiracao e melhor eficiéncia de uso da d4gua (Ma e Yamayji,
2006). O Si influencia o desenvolvimento da area radicular, o didmetro, o volume ¢ o
comprimento da raiz principal e da biomassa radicular em plantas cultivadas sob varidveis
ambientais adversas (Lee et al. 2010). Além disso, o silicio atua na mitigacdo de fatores
bidtico, no controle de doencas a adubacao silicatada proporciona formagao de barreira fisica
principalmente na parede célula do vegetal. Esse acimulo resulta em camada insoluvel de
silicio depositada nas células epidérmica que impede a penetragdo do fungo, sendo

denominada a “hipdtese da barreira mecanica” (Brunings et al. 2009; Pozza et al. 2015)

A combina¢do de bioagentes pode exercer um efeito sinérgico na absor¢do de
nutrientes pelas plantas. Estudos demonstram que o Si e as rizobactérias atenuam os
impactos negativos do estresse causado pelo desequilibrio nutricional, promovendo melhor
desenvolvimento e eficiéncia na utilizagdo de nutrientes (Etesami e Jeong, 2018). As
rizobactérias contribuem para o desenvolvimento das plantas e a melhoria da disponibilidade
de nutrientes. Esse efeito ocorre por meio de mecanismos como a solubilizagao de fosforo
(P), potassio (K) e zinco (Zn), além da fixacao bioldgica de nitrogénio e outras fungdes

essenciais para a nutri¢ao vegetal (Verma et al. 2022).

Portanto, o presente estudo foi realizado para avaliar o efeito combinado do Si e
rizobactérias na mitigacado do estresse biotico causado pela M. oryzae, na absor¢do de
nutrientes, no crescimento e na produtividade do arroz de terras altas sob baixo fosforo no

solo em condig¢des de campo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

As rizobactérias BRM32114 ¢ BRM63525 (Serratia marcescens, NCBI: KX378747
e PP025422), e BRM32110 (Bacillus toyonensis NCBI: KX378746) utilizadas nos ensaios
sdo cepas bacterianas isoladas de plantas de arroz e pertencentes a Cole¢ao Multifuncional
de Microrganismos da Embrapa Arroz e Feijao. Os isolados foram multiplicados em placas

de Petri contendo meio de cultura Agar Nutriente (AN) e incubados por 48 h a 28 °C.
2.2 MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES

As sementes de arroz da cultivar BRS-Esmeralda (ESM) passaram por um processo
de desinfestacdo prévia utilizando hipoclorito de sédio a 0,5% (v/v) por 7 minutos, seguido
por imersdo em alcool 70% (v/v) durante 5 minutos, sendo posteriormente enxaguadas com
agua destilada. Os isolados BRM 32114 ¢ BRM 32110 foram cultivados separadamente em
caldo nutriente (CN) (8 g L-1) a 28 °C por 24 h sob agitagdo constante a 150 rpm. Em
espectrofotometro ajustado para 540 nm de densidade Optica, a absorbancia das suspensdes
bacterianas de cada um dos isolados foi ajustada (0,5 ABS), de modo que, a concentracao
atingisse 1x108 UFC mL-1. Em seguidas, foram misturados em volume iguais, ¢ adicionado
as sementes onde permaneceram sob agitagao a 150 rpm por um periodo adicional de 24
horas, a 29 °C. As sementes dos tratamentos ndo microbiolizados, foram imersas em CN e
mantidas nas mesma condi¢des de agitagdo e temperatura. Ao final do processo, foram
espalhadas em papel filtro, dentro da camera de fluxo laminar para secagem (Filippi et al.

2011).

2.3 CARACTERIZACAO DA AREA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ensaios foram conduzidos nas safra 2021/2022 e 2022/2023 no campo
experimental localizado na Fazenda Capivara, Embrapa Arroz e Feijao, no municipio de
Santo Antonio de Goids, GO, Brasil (16° 28'00" S e 49° 17'00" W). Solo classificado como
Latossolo Vermelho Distréfico, que apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: Safra
1: pH = 4.9; Ca = 1.1 cmolc/dm?; Mg = 0.9 cmolc/dm?; H+Al= 3.6 cmolc/dm?®; P = 1,5
mg/dm?; K = 0.11 cmolc/dm?; Cu = 1.5 mg/dm®; Zn = 2.6 mg/dm?®; Fe = 62.70 mg/dm?>;
Mn = 0.90 cmolc/dm 3; e M.O = 3.12%. Safra 2 pH = 5.1; Ca = 1.1 cmolc/dm’; Mg = 0.5
cmole/dm?; H+Al= 2.5 cmolc/dm?; P = 0.5 mg/dm?; K = 32 mg/dm?; Cu = 1.6 mg/dm?; Zn
= 4.3 mg/dm?; Fe = 42.3 mg/dm?; Mn = 9.2 mg/dm?; e M.O = 24 mg/dm>. O ensaio foi
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conduzido em baixo fosforo BP, safra 1 (1.5 mg/dm? ) e safra 2 (0.5 mg/dm?). Para o cultivo
de arroz de terras altas, niveis de fosforo (P) considerado baixo (BP) apresenta até¢ 2,6 mg
dm™ de P, médio (3,1 a 6 mg dm™ de P) e alto (acima de 6 mg dm™ de P) (Santos, et al.
2006). Antes do plantio, foi realizada a adubacdo dos macronutrientes, exceto fésforo,
conforme recomendag¢do com base na andlise de solo: K>O (cloreto de potassio) — 46 mg.kg"
! de solo, N (sulfato de amonio) — 36 mg.kg™! de solo. Para adubagcdo silicatada, utilizou-se
o silicato de calcio e magnésio (SiCaMg) contendo 10,5% de silicio, 27% de célcio, 6% de

magnésio, na recomendacio de 2 t.ha™l.

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, parcelas de 4 linhas
de 2 metros, com 5 tratamentos e 4 repeticdes. Os tratamentos consistiram no mix das trés
rizobactérias (item 2.1), em 3 formas de aplicagdes (TS — tratamento de sementes; RG —rega
(30 dias); PV — pulverizagdo (60 dias) e adubacdo silicatada nos tratamentos, exceto no
controle absoluto: T1 (TS ¢ RG com BRM32114 + BRM32110 ¢ PV com BRM32110); T2
(TS ¢ RG com BRM32114 + 63523; PV com BRM32114); T3 (TS, RG e PV com
BRM32114 + BRM32110 + BRM62523); T4 controle (sem bactéria e com adubacao

silicatada); TS controle absoluto (sem bactéria e sem adubagao silicatada).

2.4 AVALIACAO SEVERIDADE DE BRUSONE

A area sob a curva de progresso da doenca (AUDPC) foi calculada a partir de trés
avaliagcdes com intervalos de dois dias. A partir do surgimento dos primeiros sintomas da
doenga, quantificou-se a severidade de brusone foliar (LBS) com o auxilio da escala de notas
de Nottheghem (1981), na primeira e segunda folha expandidas, totalizando oito plantas
avaliadas por parcela. Para a avaliacdo da severidade da panicula (PBS%), foram pontuadas
aleatoriamente dez paniculas de cada parcela e avaliadas usando uma escala de seis notas (0:
nenhuma doenca observada, 1: <5%, 3: 5-10%, 5: 11-25%, 7: 26-50 % ¢ 9: mais de 50%),
de acordo com (IRRI, 2013). As estimativas da area sob a curva de progresso da doenca
(AACPD) da folha e da panicula foram calculadas de acordo com o método de Shaner e

Finney (1977).
2.5 COMPONETES DE PRODUCAO E PRODUTIVIDADE

A colheita do arroz foi realizada com o auxilio de uma colhedora de precisdo, na area util
de cada parcela. Os graos colhidos e pesados e com base na massa dos grdos colhidos e a
porcentagem de umidade, foi calculada a produtividade e estimada em Kg ha™'. Foram avaliados

os parametros: altura de planta com auxilio de régua milimetrada em cm, nimero de panicula



205

por metro linear (PN), nimero de perfilho por metro linear (NT), esterilidade das paniculas (SP)
e biomassa da parte area. O peso da biomassa foi determinado com base na massa das plantas
coletadas em um metro linear de cada parcela, apds secagem em estufa a 70 °C e pesagem em

balanga de precisdo (Prabhu et al. 2003).

2.6 DETERMINACAO DO DOS NUTRIENTES FOLIARES

O tecido vegetal da parte area foi triturado em um moinho e enviado ao Laboratorio
TERRA Andlises para Agropecuaria, para analise de nivel de macronutrientes (P, K, Ca, Mg
e S — g kg'!) e micronutrientes (B, Mn, Fe, Cu e Zn - mg kg'!), com base na metodologia de

Malavoltta et al. (1997).
3. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o programa SIVAR versao 5.3 (FERREIRA, 201) para a analise de variancia
(ANOVA) em esquema fatorial de 5 (tratamentos) x 2 (duas safras). Quando o teste F foi
significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os graficos da
analise fatorial foram criados usando o software Sigma Plot 12.0. As correlagdes entre
variaveis quantitativas foram determinadas usando a correlagdo de Pearson (Pearson, 1895)
com a linguagem de programacao Python (versao 3.9.7; Python Software Foundation), e um

mapa de calor foi gerado para visualizar os resultados.
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4 RESULTADOS
4.1 SEVERIDADE DE BRUSONE FOLIAR E BRUSONE NA PANICULA

Os tratamentos combinando as rizobactérias S. marcescens € B. toyonensis mais
Si reduziram significativamente (P < 0,05) o LBS e o PBS (Figs. 1 e 2) em plantas de arroz
de terras altas em ambas as safras (2021/2022 e 2023/2024). Quatro avaliagdes para LBS
foram conduzidas. Na Safra 1, durante a primeira avaliagdo no dia 0, nenhum sintoma de
brusone foi observado nas folhas. Nos dias 2, 4 e 6, os tratamentos T1, T2 e T3, que
combinaram os bioagentes BRM32114, BRM32110, BRM63523 e Si, foram semelhantes
entre si, mas diferiram dos controles (T4 e T5) (Fig. 1a). Na Safra 2, no dia 4, a supressao
da doenga foi maior em T3, com reducdes de 41,84% e 46,12% em comparagao com T4 e
TS5, respectivamente. No dia 6, T2 e T3 apresentaram LBS menor, com redugdes de 49,07%
e 77,93% em comparagdo ao controle (T4) e controle absoluto (T5), respectivamente (Fig.
1b). O Si reduziu o LBS em 81,57% (Safra 1) e 79,03% (Safra 2) em comparacdo ao
controle absoluto (sem bactérias e apenas fertilizagao com Si) (Fig. 1). No final do periodo
de avaliacdo, o calculo da AUDPC mostrou que os tratamentos combinando bioagentes
reduziram a severidade em 77,31% (Safra 1) e 58,15% (Safra 2) em comparagdo aos

controles T4 e TS (Fig. 1c).
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Figura 1. Severidade da brusone foliar (LBS; %) ¢ Area sob a Curva de Progresso da Doenga (AACPD) em
plantas de arroz de terras altas (cultivar BRS Esmeralda) submetidas a tratamentos com rizobactérias e Si. T1:
BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS ¢ RG), BRM32114 (PV); T3:
BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4: controle (sem bactérias e com fertilizagdo com
Si); T5: controle absoluto (sem bactérias ¢ sem fertilizacdo com Si). a: LBS na Safra 1 (2021/2022); b: LBS na
Safra a 2 (2022/2023); c: AACPD, safras 1 e 2; d, Plantas de arroz de parcela do ensaio de campo e severidade
da LBS, tratamentos T3 (d) e T4 (e); . Em (a), os resultados médios (n = 60) seguidos por diferentes letras
minusculas dentro de cada Safra sdo significativamente diferentes em P = 0,05. Os resultados médios (n = 60)
seguidos por diferentes letras maiusculas ao longo das duas estagdes sdo significativamente diferentes em P =
0,05, de acordo com a analise fatorial usando o software SISVAR

Em relacdo a avaliagdo do PBS (Safra 1), nenhum sintoma foi observado no dia 0.
No dia 2, os tratamentos microbilizados diferiram dos controles. No dia 4, a supressdo da
doenca foi maior em T1 e T2. No dia 6, os tratamentos diferiram apenas do controle absoluto
(T5) (Fig. 2a). Para o PBS (Saftra 2), no dia 2, a supressao da doenga foi maior em T1 e T3

em comparagao aos controles T4 e T5. Nos dias 4 e 6, T1, T2 e T3 foram semelhantes entre
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si, mas diferiram dos controles T4 e TS, com redugdes de 62,37% e 49,07%, respectivamente
(Fig. 2b). O Si reduziu o PBS em 84% (Safra 1) e 49,07% (Safra 2) quando comparado ao
controle absoluto (sem bactérias e sem fertilizagao com Si). Ao final do periodo de avaliagao,
o calculo da AUDPC mostrou que os tratamentos com bioagentes e Si reduziram a AUDPC

em até 60,63% (Safra 1) e 56,63% (Safra 2) em comparagdo aos controles (Fig. 2c¢).
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Figura 2. Severidade da brusone nas paniculas (PBS; %) e Area sob a Curva de Progresso da Doenga (AACPD)
em plantas de arroz de terras altas (cultivar BRS Esmeralda) submetidas a tratamentos com rizobactérias e Si.
T1: BRM32114+32110 (ST e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (ST e RG), BRM32114 (PV);
T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); controle (sem bactérias e com fertilizagdo com Si);
AC: controle absoluto (sem bactérias e sem fertilizagdo com Si). a: PBS Safra 1 (2021/2022); b: PBS - Ssafra2
(2022/2023); ¢: AACPD. d, e, f, g e h: Paniculas sadias de plantas de arroz dos tratamentos T1, T2, T3, controle
e controle absoluto, respectivamente. Para AUDPC (a), médias (n = 40) seguidas por diferentes letras
mintsculas dentro de cada estacdo sdo significativamente diferentes em P = 0,05. Para AUDPC (a), médias (n
= 40) seguidas por diferentes letras maitisculas ao longo das duas estagdes sdo significativamente diferentes
em P = 0,05, de acordo com andlise fatorial usando o software SISVAR
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4.2 PARAMETROS AGRONOMICOS

A andlise estatistica fatorial mostrou interacdo significativa (P < 0,05) entre os
tratamentos. As combinagdes entre as rizobactérias S. marcescens, B. toyonensis e a
fertilizagdo com Si melhoraram os parametros agrondmico das plantas da cultivar BRS
Esmeralda nas duas safras (2021/2022 e 2023/2024), conduzidas na mesma area

experimental (Figura 3).
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Figura 3. Pardmetros agrondmicos (a) altura de planta, (b) niimero de perfilho, (¢) numero de panicula, (d)
esterilidade de panicula, (e) bioamassa da parte aérea de plantas de arroz de terras altas cultivar BRS Esmeralda
submetida a tratamentos com rizobactérias e Si cultivadas em condi¢cdes de baixo fosforo. TI:
BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523 (TS e RG), BRM32114 (PV); T3:
BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4: controle (sem bactérias e com fertilizagdo com Si);
T5: controle absoluto (sem bactérias e sem fertilizagdo com Si). Médias (n = 4) seguidas por diferentes letras
minusculas dentro de cada Safra sdo significativamente diferentes em P = 0,05. Médias (n = 4) seguidas por
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diferentes letras maitsculas entre as duas estagdes sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo
com analise fatorial usando o software SISVAR

Altura de planta: Na safra 1, os tratamentos foram semelhantes entre si. Na Safra 2,
T1 apresentou maior altura e diferiu do controle absoluto, apresentando um incremento de
10%. Na analise comparativa dos tratamentos entre safras, todos foram semelhantes entre si,

exceto controle absoluto maior na safra 1.

Numero de perfilho (NT): Os tratamentos T1, T2 e controle apresentaram maior NT
na safra 1. Na safra 2, o NT dos tratamentos microbiolizados destacaram-se, com 19% a mais
em relagdo aos controles. Na andlise comparativa dos tratamentos entre safras, as plantas

apresentaram maior NT na safra 1.

Numero de Paniculas (NP): T1 apresentou o maior NP na Safra 1, com um aumento
de 43% em relagdo ao controle. Na Safra 2, o maior NP foi observado no T2, com um
incremento de 71% em comparagdo ao controle absoluto. Na andlise comparativa entre
safras, os tratamentos T1, T3 e o controle absoluto apresentaram maior NP na Safra 1,
enquanto T2 obteve superioridade na Safra 2. O controle apresentou resultados semelhantes

entre as safras.

Esterilidade de panicula (SP): Na Safra 1, T1 apresentou a menor porcentagem de
SP, com uma redugao de 49% em comparacao ao controle absoluto. Na Safra 2, T1 e T2
registraram as menores reducdes, 48% em relagdo ao controle absoluto. Na andlise
comparativa entre safras, T1 e o controle absoluto apresentaram maior SP na Safra 1,

enquanto T2, T3 e o controle mantiveram resultados semelhantes entre as safras.

Biomassa: Na Safra 1, os tratamentos microbiolizados e controle foram semelhantes
e superior ao controle absoluto. Na Safra 2, a maior biomassa foi em T3, aumentou em 49%
em relacdo ao controle. Na andlise comparativa entre safras, T3manteve resultado

semelhante entre as safras, e os demais tratamentos apresentaram maior biomassa na safra

1.

4.3 MACRONUTRIENTES FOLIARES

A analise estatistica fatorial mostrou uma interagao significativa (P < 0,05) entre os
tratamentos. As combinacdes das rizobactérias Serratia marcescens e Bacillus toyonensis,

associadas a fertilizacdo com Si, promoveram um aumento nos teores de macronutrientes
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nas plantas do cultivar BRS Esmeralda ao longo das diferentes safras, conduzidas na mesma

area do campo experimental (Figura 4).
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Figura 4. Parimetros nutricionais dos macronutrientes P, K, Ca, Mg e S (g kg'!); obtidos em plantas de
arroz de terras altas cultivar BRS Esmeralda submetida a tratamentos com rizobactérias e Si cultivadas
em condi¢des de baixo fosforo. T1: BRM32114+32110 (ST e RG), BRM32110 (PV); T2:
BRM32114+63523 (TS e RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (ST, RG,
PV); T4: controle (sem bactérias e com fertilizagdo com Si); T5: controle absoluto (sem bactérias e sem
fertilizacdo com Si). Médias (n = 4) seguidas por diferentes letras mintsculas dentro de cada Safra sdo
significativamente diferentes em P = 0,05. Médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maitisculas
entre as duas estacdes sdo significativamente diferentes em P = 0,05, de acordo com andlise fatorial
usando o software SISVAR
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Fosforo (P): Na Safra 1, T1 apresentou maior teor de P, com aumento de 45% em relacdo ao
controle absoluto. Na Safra 2, os tratamentos foram semelhantes. Na analise comparativa

entre safras, todos os tratamentos apresentaram maiores teores de P na Safra 1.

Potassio (K): Na Safra 1, T2 apresentou maior teor de K, aumentou 21% em relagdo ao
controle absoluto. Na Safra 2, os tratamentos foram semelhantes. Na analise comparativa
entre safras, T2 obteve maior biomassa na Safra 1, enquanto os demais tratamentos foram

semelhantes.

Cdlcio (Ca): Os tratamentos apresentaram semelhanca entre-si, em ambas as safras. Na
analise comparativa entre safras, todos os tratamentos apresentaram maiores teores de Ca na

Safra 2

Magnésio (Mg): Os tratamentos apresentaram semelhanca entre-si em ambas as safras. Na
analise comparativa entre safras, todos os tratamentos apresentaram maiores teores de Mg

na Safra 1

Enxofre (S): Na Safra 1, T1, T2 e controle apresentaram maior teor de S. Na Safra 2, os
tratamentos foram semelhantes. Na analise comparativa entre safras, todos os tratamentos

apresentaram maior teores de S na Safra 1.

4.4 MICRONUTRIENTES FOLIARES
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Figura 5. ParAmetros nutricionais dos micronutrientes — Cu, Fe, Mn and Zn (mg kg™!), obtidos em plantas de
arroz de terras altas cultivar BRS Esmeralda submetida a tratamentos com rizobactérias e Si cultivadas em
condicdes de baixo fosforo. T1: BRM32114+32110 (ST e WG), BRM32110 (SP); T2: BRM32114+63523 (ST
e WGQG), BRM32114 (SP); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (ST, WG, SP); T4: controle (sem
bactérias e com fertilizacdo com Si); T5: controle absoluto (sem bactérias e sem fertilizagdo com Si). Médias
(n = 4) seguidas por diferentes letras minusculas dentro de cada Safra sdo significativamente diferentes em P
= 0,05. Médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maiusculas entre as duas estagdes sdo significativamente
diferentes em P = 0,05, de acordo com analise fatorial usando o software SISVAR

Cobre (Cu): Os tratamentos apresentaram semelhanca entre-si em ambas as safras.
Na analise comparativa entre safras, todos os tratamentos apresentaram maiores teores de

Cu na Safra 2 (Figura 5 a).

Ferro (Fe): T1 apresentou maior teor de Fe em ambas a safras, aumento de 94% na
Safra 1 e 13% na Safra 2 em relag¢do ao controle. Na andlise comparativa entre safras, todos

os tratamentos apresentaram maiores teores de Fe na Safra 2 (Figura 5 b).

Manganés (Mn): Na Safra 1, T2 apresentou maior teor de Mn, aumentou 50% em
relacdo ao controle. Na Safra 2, os tratamentos microbiolizados foram superiores aos
controles, aumento de 17%. Na analise comparativa entre safras, T1 apresentou maior teor
na Safra 1, T3, controle e controle absoluto na Safra2, enquanto T2 foi semelhante entre as

safras (Figura 5 c).
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Zinco (Zn): Na Safra 1, T2 apresentou maior teor de Zn, aumentou 10% em relagio
ao controle absoluto.Na Safra 2, os tratamentos foram semelhantes. Na analise comparativa

entre safras, todos os tratamentos apresentaram maiores teores Zn na Safra 2 (Figura 5 d).
4.5 PRODUTIVIDADE DA CULTIVAR BRS ESMERALDA

Observou-se interagdo significativa (P < 0,05) na andlise fatorial (tratamento x safra).
Na Safra 1, os tratamentos foram semelhantes. Na Safra 2, a combinacao das rizobactérias
S. marcescens e B. toyonensis, associada a adubagao com silicio no tratamento T1, resultou
na maior produtividade, com um aumento de 72% em rela¢do ao controle absoluto. Na
comparagdo entre safras, T1 e T3 apresentaram produtividades semelhantes, enquanto T2,

controle e controle absoluto obtiveram maiores produtividades na Safra 2 (Figura 6).
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Figura 6. Produtividade da cultivar BRS Esmeralda submetida a tratamentos com rizobactérias e Si cultivadas
em condigoes de baixo fosforo. T1: BRM32114+32110 (TS e RG), BRM32110 (PV); T2: BRM32114+63523
(TS e RG), BRM32114 (PV); T3: BRM32114 + BRM32110 + BRM63523 (TS, RG, PV); T4: controle (sem
bactérias e com fertilizagdo com Si); T5: controle absoluto (sem bactérias ¢ sem fertilizacdo com Si). Médias
(n = 4) seguidas por diferentes letras minusculas dentro de cada Safra sdo significativamente diferentes em P
=0,05. Médias (n = 4) seguidas por diferentes letras maiusculas entre as duas estagdes sdo significativamente
diferentes em P = 0,05, de acordo com analise fatorial usando o software SISVAR

4.6 CORRELACAO DE PEARSON ENTRE VARIAVEIS DA SAFRA 1 E SAFRA 2

Na andlise de correlacdo de Pearson das varidveis, foram observados resultados
significativos (P < 0,05) na Safra 1 (Figura 7). O LBS e PBS apresentaram correlagdes
negativas e significativas com os pardmetros agronOmicos, macronutrientes e
micronutrientes nessa safra (Figura 7 a). O LBS mostrou uma forte correlagdo negativa e

significativa com PROD, PN, BIOM, P, K, S, Fe, Mn e Zn. A PBS correlacionou
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negativamente e significativamente com NT, BIOM, P, S, Fe e Zn. Por outro lado, o

parametro SP apresentou correlacdo positiva e significativa com LBS e PBS.
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Figura 7. Mapa de calor da matriz de correlacdo mostrando os valores do coeficiente de correlagdo de Pearson
das variaveis avaliadas na Safra 1. Os valores positivos estdo em azul e os negativos em vermelho. A escala
varia de -1 a +1, onde -1 indica uma forte relagdo linear negativa entre as variaveis, 1 indica uma perfeita
relagdo linear positiva forte entre as variaveis e 0 indica nenhuma relagdo entre as variaveis estudadas.
Cocficiente branco = correlagao significativa (P < 0,05). Coeficiente preto = correlagdo ndo significativa (P >
0,05). PN BLAST = Brusone na panicula; PROD = Produtividade; PH = Altura de planta; NT = Numero de
perfilho; PN = Numero de panicula; SP = Esterilidade de panicula; BIOM = Biomassa da parte aérea; P =
Fosforo, K = Potassio; Ca = Calcio; Mg = Magnésio; S = Enxofre; Cu = Cobre; Fe = Ferro, Mn = Manganés;
Zn = Zinco

Para Safra 2, foram observados resultados significativos (P < 0,05). O LBS e PBS
apresentaram correlagdes negativas e significativas com o0s parametros agrondmicos,
macronutrientes e micronutrientes nessa safra (Figura 7a). O LBS mostrou uma forte

correlagdo negativa e significativa com PROD, PH, NT, PN, SP, BIOM, P, K, Ca e Mn. A



216

PBS correlacionou negativamente e significativamente com PROD, NT, SP, BIOM, Mn

(Figura 8).
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5 DISCUSSAO

A producdo de arroz de arroz de terras altas precisa ser ampliada e tem como
desafios as condi¢des ambientais mais adversas, intensificadas pelas mudangas climaticas,
limitag¢do de nutrientes e pelo aumento da incidéncia de doencas (Sathe et al. 2021). O arroz
¢ suscetivel a infecgdes causadas por mais de 70 microrganismos patogénicos, os quais sao
responsaveis por perdas de produtividade. Entre essas doengas, a brusone, provocada pelo
fungo Magnaporthe oryzae, destaca-se como a mais destrutiva. Dependendo da gravidade
da infec¢do, a doenca pode reduzir o rendimento da cultura em 10% a 30%, podendo
alcangar perdas totais de até 100% em casos severos (Li et al. 2019; Zhang et al. 2019). O
manejo da brusone foliar e da panicula envolve a integracdo de praticas culturais,
resisténcia genética e controle quimico. Entretanto, devido a complexa biologia do M.
oryzae, os produtores frequentemente realizam aplicagdes preventivas de fungicidas,
muitas vezes de forma desnecessaria. Além disso, o uso excessivo de fertilizantes
nitrogenados na busca por alta produtividade agrava a severidade da doenga. Diante desse
cendrio, torna-se fundamental adotar estratégias sustentaveis, incluindo o uso de agentes
biologicos e Si que promovam tanto o controle da doenga quanto o crescimento das plantas
(Prabhu et al. 2003; Silva-Lobo et al. 2012).

Neste estudo, avaliamos o efeito sinérgico da combinagdo das rizobactérias
BRM32114 ¢ BRM63523 (ambas S marcescens) e BRM32110 (B toyonensis) com Si,
utilizando diferentes métodos de aplicagdo, para suprimir a brusone em folhas e paniculas
durante duas safras conduzidas em campo com fertilizacdo. A analise fatorial revelou que
essa combinacdo de bioagentes com Si resultou em uma supressdo de LBS e PBS de até
84%, além de reduzir a AACPD em até 77,31% (Figs. 1 e 2). Ambas as safras foram
submetidas a condi¢des desafiadoras, enfrentando estresse bidtico (brusone — M oryzae) e
abiotico (déficit hidrico devido a auséncia de chuvas), apresentando diferencas entre si. Em
estudos anteriores (Faria et al. 2023), em plantas de arroz de terras altas fertilizadas com
Si e tratadas com Burkholderia cepacia (BRM32111), a AACPC da brusone foliar foi
87,96% menor que o controle. As rizobactérias sdo uma ferramenta sustentavel para o
controle de doengas, protegendo as plantas ao modular a imunidade do hospedeiro e induzir
respostas de defesa mais rapidas, conhecidas como resisténcia sistémica induzida (ISR).
Esse processo aumenta a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR), como
quitinase (CHI), glucanase (GLU), fenilalanina amonia-liase (PAL) e lipoxigenase (LOX),

consideradas essenciais no reconhecimento de patdégenos e na interrup¢do de sua
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progressdo (Spence et al. 2014; Garcia-Cristobal et al. 2015). Essas enzimaticas fornecem
insights sobre os mecanismos envolvidos na supressao de brusone. A redugdo na severidade
da doenca sugere que os tratamentos com bioagentes e silicio (Si) neste estudo estimularam
mecanismos de defesa nas plantas contra a invasdao de M. oryzae. De acordo com De
Oliveira et al. (2025), os isolados BRM32114 (S. marcescens) e BRM32110 (B. toyonensis)
combinados com Si aumentaram a atividade das enzimas quitinase (CHI), glucanase
(GLU), lipoxigenase (LOX) e fenilalanina amonia-liase (PAL) em resposta a brusone em
plantas de arroz de terras altas. A severidade da brusone nas plantas de arroz levou a uma
maior porcentagem de esterilidade das paniculas (SP) nos tratamentos sem o uso de
bioagentes e silicio (42%), em comparagdo com os tratamentos microbiolizados (17%)
(Figura 3), apresentando uma correlagdo positiva e significativa entre SP ¢ LBS (0,82 ¢
0,71) e entre SP e PBS (0,71 ¢ 0,69) em ambas as safras.

A disponibilidade P ¢ outro fator critico de estresse, sendo um dos principais
limitadores da produtividade do arroz em terras altas. Em solos de cerrado, apenas 5-25%
do P aplicado ¢ efetivamente absorvido pelas plantas, enquanto 75-95% ¢ quimicamente
fixado no solo, tornando-se insoluvel e indisponivel para as culturas (Batool & Igbal, 2019;
Prado et al. 2020). As analises de solo realizadas no presente estudo indicaram teores de P
de 1,5 mg/dm?® na Safra 1 e 0,5 mg/dm? na Safra 2, valores considerados baixos para o
cultivo de arroz de terras altas, de acordo com Santos et al. (2006). Para mitigar essa
limitag¢do, foram utilizados isolados microbianos com capacidade de solubilizagdo de P
inorganico: BRM32114, com um indice de solubilizagdo (IS) de 1,44, e BRM32110, com
um IS de 1,11 (Faria, 2021), o que pode explicar o aumento de 45% de P no tratamento
microbiolizado por esses isolados sugerindo interagdo benéfica entre solo-planta-
microrganismo. A solubilizagdo de P ndo labil por rizobactérias ocorre pela agao de acidos
organicos (acidos citrico, férmico, malico, oxalico e gluconico) (Zeng et al. 2022).

Outro nutriente essencial para as plantas de arroz ¢ K, fundamental para processos
como a fotossintese, a regulacdo da abertura e fechamento estomatico e a ativagao de
diversas enzimas. No entanto, a disponibilidade de K no solo ¢ frequentemente limitada,
com cerca de 90% do total encontrado em formas ndo disponiveis para as plantas (Prajapati,
2012). No presente estudo observamos um aumento de 21% de K nas folhas. O P em
combinagdo com K estimula o desenvolvimento de cuticulas e o espessamento da parede
celular, formando uma barreira fisica mais eficaz contra a infec¢do por patogenos, sendo

uma possivel explicagdo para o aumento da resisténcia contra doencgas (Datnoff et al. 2023).
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Eneji et al. (2008) observaram fortes associagdes entre a absor¢do Si e P,
independentemente das condi¢des hidricas do solo. No entanto, a absor¢ao de K apresentou
uma correlacdo mais significativa com a de Si especificamente sob condi¢des de déficit
hidrico, sugerindo uma possivel interacdo entre esses elementos na adaptacao das plantas
ao estresse hidrico. Miao et al. (2010) verificaram que o Si amenizou a peroxidacao lipidica
da membrana causada pela deficiéncia de K, reduzindo os danos oxidativos as células por
meio da ativagdo de enzimas antioxidantes, que neutralizam espécies reativas de oxigénio
(EROs), minimizando o estresse oxidativo e preservando a integridade celular.

O uso de rizobactérias e Si podem melhorar a rizosfera do hospedeiro, favorecendo
a absorc¢do de nutrientes e dgua pelas plantas. Isso pode resultar em uma maior eficiéncia
na aquisi¢ao de nutrientes, além de estimular a atividade microbiana do solo, o que
contribui para a melhoria da fertilidade do solo a longo prazo aumentando a produtividade
agricola (Hafez et al. 2019). Plantas infectadas por patégenos respondem ao fornecimento
de macronutrientes de forma que, @ medida que a biomassa seca aumenta em condigdes
ideais de nutri¢do, a intensidade da doenga tende a diminuir (Datnoff et al. 2023). No
presente estudo, durante a safra 1, as plantas submetidas a microbiolizagao e adubacao com
Si acumularam maior teor de macronutrientes, exceto Ca, Mg e S, cujos niveis
permaneceram estaveis. Nascente et al. (2017) também observaram efeitos semelhantes
dos tratamentos com rizobactérias nos teores de Ca, Mg e Cu em arroz de terras altas. Além
disso, as plantas de arroz tratadas com essa rizobactéria apresentaram diferencgas
significativas em relagao ao tratamento controle nos teores de P, Fe, Mn e Zn, corroborando
com o presente estudo.

Plantas microbiolizagdo e adubag¢do com Si em compara¢do com as plantas nio
microbilizadas e sem Si, apresentaram um aumento de 45% na absorcao de P (Figura 4),
21% a mais de K e um incremento de 49% na biomassa (Figura 3). O mapa de calor revelou
uma forte correlagdo negativa e significativa entre os teores de P (0,49) e K (0,45) com a
LBS e PBS (Figuras 7 e 8), indicando que os niveis desse macronutrientes adquiridos
podem reduzir a severidade das doengas. As concentragdes de micronutrientes também
foram significativamente influenciadas pela interacdo entre os bioagentes e Si. Essa
combinagdo resultou em um aumento de 94% no teor de Fe, 50% no de Mn e 10% no Zn,
e corroboram com Suarez et al. (2015), que observaram que as plantas de feijdo tratadas
com Si e inoculadas com rizobactérias acumularam altas teores de minerais, como Zn

(119,90 mg kg ') e Fe (310,79 mg kg!), e nas folhas em condi¢des de estresse abidtico
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(Suarez et al. 2015). A rizobacterias podem manter a acessibilidade Zn no solo sintetizando
varios componentes (carboxilatos e compostos fenolicos) e quelantes (fendlicos e acidos
organicos) (Verma et al. 2020). O Fe ¢ essencial para atividade bioldgica de muitas
proteinas que participam de transferéncia de elétrons e reagdes de redox, e ¢ necessario
para o processo de respiragdo e de fotossintese. As rizobactérias promovem a
disponibilizag¢do Fe para as plantas principalmente por meio da producdo de sideroforos,
que sdo compostos organicos com alta afinidade pelo ferro na forma férrica (Fe*"). Os
sider6foros quelam o Fe** presente no solo para a forma ferrosa (Fe*), que ¢ mais
facilmente absorvida pelas raizes, formando complexos soluveis que impedem sua
precipitagdo e tornam o nutriente mais acessivel as plantas (Datnoff et al. 2023). Os
isolados utilizados no presente estudo sdo produtores de sider6foros, na investigagao por
Faria (2021) BRM32114 e BRM32110 apresentaram 46,0 e¢ 53,1% de unidade de
sideroforos, respectivamente (Faria 2021). Rizobactérias produtoras de sider6foros no
manejo integrado de doengas do arroz promove a captura do Fe na rizosfera (Naureen, et
al. 2015) facilitando sua assimilacdo pelas raizes e contribuindo para a supressdao de
fitopatdégenos por meio da inducdo de resisténcia na planta (Datnoff et al. 2023). Esse
nutriente demostrou uma forte correlagdo negativa e significativa com a LBS (0,8) e PBS
(0,69) (Figura 7) indicando sua possivel contribui¢do para a reducdo da severidade das
doengas.

O rendimento da cultivar BRS Esmeralda aumentou 24,57% em relagao ao controle
e 72% em relagdo ao controle absoluto com a aplicacdo de bioagentes e silicio (Si) (Figura
6). Além disso, nossos resultados demostraram o impacto individual de cada fator: as
rizobactérias elevaram o rendimento em 33,94%, enquanto a aplicacdo de Si (2 toneladas
ha™) resultou em um aumento de 38,06% na Safra 2. Souza et al. (2021) observaram que
o Si (4 toneladas ha™) proporcionou um aumento de 27%, e os bioagentes (B. pyrrocinia +
P. fluorescens + um pool de Trichoderma asperellum) mostraram um aumento de 19,6%
no rendimento do arroz de terras altas. A supressao de LBS e PBS demonstrada em nosso
estudo com a aplicacdo de bioagentes e Si corrobora com o aumento de produtividade
observado, correlacionando negativamente em ambas as safras, conforme o mapa de calor
(Figuras 7 e 8). Neste estudo, a area de cultivo da cultivar BRS Esmeralda ndo recebeu
fertilizagao fosfatada, e o experimento foi conduzido sob condi¢des de baixo fosforo. As
analises de solo indicaram teores de P de 1,5 mg/dm? na Safra 1 e 0,5 mg/dm? na Safra 2,

valores considerados baixos para o cultivo de arroz em terras altas (Santos et al. 2006). Os
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resultados obtidos confirmam que a combinagao de rizobactérias e silicio (Si) aumentou o
rendimento de grados em 72% sob condi¢des de deficiéncia de P, além de apresentar

correlagdo positiva e significativa com os teores de K, Fe e Mn (Figura 7).
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6 CONCLUSAO

A combinacdo de bioagentes e silicio (Si) na prote¢do do arroz de terras altas
demonstrou reduzir a severidade da brusone foliar e da panicula, efeito associado & maior
absor¢ao de minerais e ao aumento da produtividade, especialmente em solos com baixo
teor de fosforo. Essa abordagem tem o potencial de melhorar todos os parametros ligados
a producdo e reduzir a necessidade de aplicagdes de fungicidas, fortalecendo o manejo
integrado das doencas da cultura. No entanto, para consolidar sua eficacia, sdo necessarios

mais ensaios em condi¢des de campo.



223

7 REFERENCIAS

Aratjo L, Paschoalino RS, Rodrigues FA (2016) Microscopic aspects of silicon mediated
rice resistance to leaf scald. Phytopathology. 106, 132-141.
https://doi.org/10.1094/PHYTO-04-15-0109-R

Batool S, Igbal A (2019) Phosphate solubilizing rhizobacteria as alternative of chemical
fertilizer for growth and yield of Triticum aestivum. Saudi J Biol Sci 26(7):1400-1410.
https://doi.org/10.1016/j.sibs.2018.05.024

Brunings AM, Datnoff LE, Ma JF, Mitani N, Nagamura Y, Rathinasabapathi B, Kirst M
(2009) Difterential gene expression of rice in response to silicon and rice blast fungus
Magnaporthe oryzae. Annals of Applied Biology, 2, 161-170.

Datnoff LE, Elmer WH, Rodrigues FA (2023) Nutri¢ao mineral de plantas. 2? ed.
Piracicaba.

De Oliveira RS, Gongalves AR, Ajulo AA, Oliveira LR, Lanna AC, De Filippi, MCC
(2024) Survey and genomic characterization of Serratia marcescens on endophytism,
biofilm, and phosphorus solubilization in rice plants. Environ Sci Pollut Res (2024).
https://doi.org/10.1007/s11356-024-35554-2

Dubey SC, Singh V, Priyanka K, Upadhyay BK, Singh B (2015) Combined application of
fungal and bacterial bio-agents, together with fungicide and Mesorhizobium for
integrated management of Fusarium wilt of chickpea. BioControl, 60:413-

424 https://doi.org/10.1007/s10526-015-9653-8

Eneji AE, Inanaga S, Muranaka S, Li J, Hattori T, An P, Tsuji W (2008) Growth and
nutrient use in four grasses under drought stress mediated by silicon fertilizers. Journal
of Plant Nutrition, 31(2): 355-365. https://doi.org/10.1080/01904160801894913

Etesami H, Jeong BR (2018) Silicon (Si): Review and future prospects on the action
mechanisms in alleviating biotic and abiotic stresses in plants. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 147: 881-896.

Etesami H, Maheshwari DK (2018) Use of plant growth promoting rhizobacteria (PGPRs)
with multiple plant growth promoting traits in stress agriculture: Action mechanisms

and future prospects. Ecotoxicology and environmental safety, 156, 225-246.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2018.03.013

Faria DR 2021 Rizobactérias e silicio na intensificagdo da mitiga¢do do arroz de terras
altas ao déficit hidrico e a brusone. Dissertacdo (Mestrado em agronomia) —
Universidade Federal de Goias, Goiania, GO.

Faria DR, Mendonga SM, Sousa OMI, Lanna AC, Filippi MCC (2023) Rhizobacteria and
silicon mitigate multiple stresses in upland rice. Tropical Plant Pathology, 1-15.
https://doi.org/10.1007/s40858-023-00593-6

Ferreira DF (2011) Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciénc Agrotec 35:1039-
1042.



224

Filippi MCC, Silva GB da, Silva-Lobo V, Coértes MVCB, Moraes AJG, Prabhu AS (2011)
Leaf blast (Magnaporthe oryzae) suppression and growth promotion by rhizobacteria on
aerobic rice in Brazil. Biological Control, 58(2): 160-166.

Garcia-Cristobal J, Garcia-Villaraco A, Ramos B, Gutierrez-Mafiero J, Lucas JA (2015)
Priming of pathogenesis related-proteins and enzymes related to oxidative stress by
plant growth promoting rhizobacteria on rice plants upon abiotic and biotic stress
challenge. Journal of Plant Physiology, 188, 72-79.

Hafez EM, Alsohim AS, Farig M, Omara AED, Rashwan E, Kamara MM (2019)
Synergistic effect of biochar and plant growth promoting rhizobacteria on alleviation of
water deficit in rice plants under salt-affected soil. Agronomy, 9(12): 847.

Hassan MN, Afghan S, Ul Hassan Z, Hafeez FY (2014) Biopesticide activity of sugarcane
associated rhizobacteria: Ochrobactrum intermedium strain NH-5 and

Stenotrophomonas maltophilia strain NH-300 against red rot under field conditions.
Phytopathol Mediterr 53(2): 229-239, https://www.jstor.org/stable/43871776

Khan MAI, Bhuiyan MR, Hossain MS, Sen PP, Ara A, Siddique MA, Ali MA (2014) Neck
blast disease influences grain yield and quality traits of aromatic rice. Comptes Rendus.
Biologies, 337(11): 635-641.

Klotzbiicher A, Klotzbiicher T, Jahn R, Xuan LD, Cuong LQ, Van Chien H, Vetterlein D
(2018) Effects of Si fertilization on Si in soil solution, Si uptake by rice, and resistance
of rice to biotic stresses in Southern Vietnam. Paddy and Water Environment, 16: 243-
252.

Lee SK, Sohn EY, Hamayun M, Yoon JY, Lee IJ (2010) Effect of silicon on growth and
salinity stress of soybean plant grown under hydroponic system. Agroforestry Systems,
80, 333-340.

Li W, Chern M, Yin J, Wang J, Chen X (2019) Recent advances in broad-spectrum
resistance to the rice blast disease. Current Opinion in Plant Biology, 50, 114-120.

Lugtenberg B, Kamilova F (2009) Plant-growth-promoting rhizobacteria. Annual Review
of Microbiology 63, 541-556.

Ma JF, Yamaji N (2006) Silicon uptake and accumulation in higher plants. Trends in Plant
Science, 11, 392-397.

Malavoltta E, Vitti GC, Oliveira SA (1997) Avaliagao do estado nutricional das plantas:
principios e aplicagdes. 2 ed. Piracicaba: Associacao Brasileira para Pesquisa da
Potassa e do Fosfato.

Meharg C, Meharg AA (2015) Silicon, the silver bullet for mitigating biotic and abiotic
stress, and improving grain quality, in rice?. Environmental and Experimental Botany,
120:8-17. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2015.07.001

Miao BH, Han XG, Zhang WH (2010) The ameliorative effect of silicon on soybean
seedlings grown in potassium-deficient medium. Annals of Botany, 105(6): 967-973.



225

Nascente AS, De Filippi MCC, Lanna AC, De Sousa TP, De Souza ACA, Da Silva Lobo
VL, Da Silva GB (2017) Effects of beneficial microorganisms on lowland rice
development, Environmental Science and Pollution Research, 24, 25233-25242,
https://doi.org/10.1007/s11356-017-0212-y

Nascente AS, De Filippi MCC, Lanna AC, De Souza ACA, Da Silva Lobo VL, Da Silva
GB (2016) Biomass, gas exchange, and nutrient contents in upland rice plants affected

by application forms of microorganism growth promoters, Environmental Science and
Pollution Research, 24, 2956-2965, https://doi.org/10.1007/s11356-016-8013-2

Naureen Z, Hafeez FY, Hussain J, Al Harrasi A, Bougellah N, Roberts MR (2015)
Suppression of incidence of Rhizoctonia solani in rice by siderophore producing
rhizobacterial strains based on competition for iron biocontrol of sheath blight in rice.
European Scientific Journal, 11(3): 186-207.

Notteghem JL (1981) Cooperative experiment on horizontal resistance to rice blast. in:
blast and upland rice: report and recomendation from the meeting for international
collaboration in upland rice improvement. Los Bafos, 43-51.

Prabhu AS, Aratjo LGD, Faustina C, Berni RF (2003). Estimativa de danos causados pela
brusone na produtividade de arroz de terras altas. Pesq Agropec Bras 38, 1045-1051.
https://doi.org/10.1590/S0100-204X2003000900004

Prabhu AS, Guimaraes CM, Berni RF (2001) Influéncia da época de plantio no controle da
brusone em folhas de arroz de terras altas. Santo Antonio de Goids: Embrapa Arroz e
Feijao, 2 p

Prado LFS, Da Costa, CHM, De Oliveira Paz RB, Moura BDF, Da Costa, FLA (2020)

Adubagao silicatada foliar associada ao nitrogénio em cobertura na cultura do arroz de
terras altas, Magistra, 30, 384-390.

Prajapati K (2012) The importance of potassium in plant growth — a review. Indian Journal
of Plant Sciences, 1, 177-186.

Rehman MZ, Rizwan M, Rauf A, Ayub MA, Ali S, Qayyum MF, Sanaullah M (2019) Split
application of silicon in cadmium (Cd) spiked alkaline soil plays a vital role in

decreasing Cd accumulation in rice (Oryza sativa L.) grains. Chemosphere, 226, 454-
462.

Santos AB, Stone LF, Vieira NDA (2006) A cultura do arroz no Brasil, Santo Antonio de
Goias: Embrapa Arroz e Feijao.

Sathe AP, Kumar A, Mandlik R, Raturi G, Yadav H, Kumar N, Sonah H (2021) Role of
silicon in elevating resistance against sheath blight and blast diseases in rice (Oryza
sativa L.). Plant Physiology and Biochemistry 166, 128-139.
https://doi.org/10.1016/i.plaphy.2021.05.045

Shaner G, Finney RE (1977) The effect of nitrogen fertilization on the expression of
slowmildewing resistance in knox wheat. Phytopathology 67(8):1051-1056

Shi Y, Wang Y, Flowers TJ, Gong H (2013) Silicon decreases chloride transport in rice
(Oryza sativa L.) in saline conditions. Journal of Plant Physiology, 170(9): 847-853.



226

Silva-Lobo VL, Filippi MCC, Silva GB, VenancioWL, Prabhu AS (2012). Relagao entre o
teor de clorofila nas folhas e a severidade de brusone nas paniculas em arroz de terras
altas. Trop Plant Pathol 37, 83-87

Spence C, Alff E, Johnson C, Ramos C, Donoftrio N, Sundaresan V, Bais H (2014) Natural
rice thizospheric microbes suppress rice blast infections. BMC Plant Biology, 14, 1-17.
https://doi.org/10.1186/1471-2229-14-130

Suarez C, Cardinale M, Ratering S, Steffens D, Jung S, Montoya AMZ, Schnell S (2015)
Plant growth-promoting effects of Hartmannibacter diazotrophicus on summer barley
(Hordeum vulgare L.) under salt stress. Applied Soil Ecology, 95, 23-30.

Verma KK, Song XP, Li DM, Singh M, Rajput VD, Malviya MK, Li YR (2020) Interactive
role of silicon and plant-rhizobacteria mitigating abiotic stresses: A new approach for
sustainable agriculture and climate change. Plants, 9(9): 1055.

Verma KK, Song XP, Li DM, Singh M, Wu JM, Singh RK, Li YR (2022) Silicon and soil
microorganisms improve rhizospheric soil health with bacterial community, plant
growth, performance and yield. Plant Signaling & Behavior, 17(1).
https://doi.org/10.1080/15592324.202

Xie J, Yan Z, Wang G, Xue W, Li C, Chen X, Chen D (2021) A bacterium isolated from
soil in a Karst rocky desertification region has efficient phosphate-solubilizing and plant
growth-promoting ability, Frontiers in Microbiology, 11, 625450,
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.625450

Zeng Q, Ding X, Wang J, Han X, Igbal H, Bilal M (2022) Insight into soil nitrogen and
phosphorus availability and agricultural sustainability by plant growth-promoting
rhizobacteria, Environmental Science and Pollution Research, 29 , 45089-45106,
https://doi,0org/10,1007/s11356-022-20399-4

Zhang M, Wang S, Yuan M (2019) An update on molecular mechanism of disease
resistance genes and their application for genetic improvement of rice. Molecular
Breeding, 39(10): 154.



	c9c7eae6818d6b2da0ff01ff6bee7b0a4f3134fd507d6f3c6f2652b0532ed0bd.pdf
	31deef6989b1b2490b21dd2467be779d11ffe0655d18e2fb44d5918d531706f5.pdf
	f446686b331a4c4e89771bc49b7f82f2d37200541ab2b8e625b625aa6c70b6e2.pdf

	PDF 23070.013021/2025-23
	Termo de Ciência e de Autorização (TECA) 5267858


	Microsoft Word - Tese Rodrigo Silva de Oliveira UFG
	ee109bbddc99f06aafdd0834118ac0a2ff67a9801916c16ac06cd1a8f4062c90.pdf
	PDF 23070.013021/2025-23
	Ata de Defesa de Dissertação 40 (5273874)

	c9c7eae6818d6b2da0ff01ff6bee7b0a4f3134fd507d6f3c6f2652b0532ed0bd.pdf
	31deef6989b1b2490b21dd2467be779d11ffe0655d18e2fb44d5918d531706f5.pdf
	f446686b331a4c4e89771bc49b7f82f2d37200541ab2b8e625b625aa6c70b6e2.pdf
	Survey and genomic characterization of Serratia marcescens on endophytism, biofilm, and phosphorus solubilization in rice plants
	Abstract
	Introduction
	Materials and methods
	Microorganism
	Sequencing and genome annotation
	Seeds microbiolization
	Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus solubilization in in vitro cultivation
	Efficiency of BRM32114 in endophytically colonizing the rice seedling and solubilization of phosphorus in NBRIP medium
	Scanning electron microscopy (SEM)
	Confirmation of S. marcescens presence in cuts of rice seedlings
	Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus solubilization in greenhouse
	Statistical analysis

	Results
	Analysis of the BRM32114’s draft genome
	Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus solubilization in cultivation in vitro
	Endophytic colonization of Oryza sativa by S. marcescens
	Scanning electron microscopy (SEM)
	Efficiency of BRM32114 in non-labile phosphorus solubilization in vivo cultivation

	Discussion
	Conclusion
	References

	Rhizobacteria and silicon modulate defense, oxidative stress, and suppress blast disease in upland rice plants in low phosphorus soils under field conditions
	Abstract
	Main conclusion 
	Abstract 

	Introduction
	Material and methods
	Microorganisms
	Seed microbiolization
	Characterization of the area and experimental design
	Evaluation of blast severity
	Sampling collection and protein extraction procedure
	Quantification of plant defense-related enzymes
	Chitinase activity (CHI, EC 3.2.1.14)
	β−1,3-Glucanase activity (GLU, EC 3.2.1.6)
	Lipoxygenase activity (LOX, EC 1.13.11.12)
	Phenylalanine ammonia-lyase activity (PAL EC 4.3.1.5)

	Quantification of enzymes with antioxidant activity
	Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
	Catalase (CAT, EC. 1.11.1.6)
	Peroxidase (POX EC 1.11.1.7)
	Ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11.)

	Indicators of biochemical changes
	Hydrogen peroxide
	Pigment contents
	Yield

	Statistical analysis

	Results
	Leaf blast and panicle blast severity
	Defense enzymes
	Chitinase (CHI)
	β−1,3-Glucanase (GLU)
	Lipoxygenase (LOX)
	Phenylalanine ammonia-lyase (PAL)

	Antioxidant enzymes
	Superoxide dismutase (SOD)
	Catalase (CAT)
	Peroxidase (POX)
	Ascorbate peroxidase (APX)

	Biochemical indicators
	Chlorophyll a
	Chlorophyll b
	Carotenoids
	H2O2

	Yield of cultivar BRS Esmeralda
	Pearson correlation between variables of Season 1 and Season 2

	Discussion
	Conclusion
	Acknowledgements 
	References





