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RESUMO

FARIA, D. R. Rizobactérias e silicio na intensificacdo da mitigacdo do arroz de terras
altas ao déficit hidrico e a brusone. 2021. 117 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia:
Fitossanidade) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2021,

O arroz (Oryza sativa L.) é o unico cereal que alimenta 2,4 bilhdes de pessoas
no mundo por dia, aproximadamente. A produtividade do sistema de cultivo em terras altas
¢ desafiada pela ocorréncia da brusone (Magnaporthe oryzae) e pelo déficit hidrico.
Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), assim como o silicio, por
apresentarem mudltiplas bioatividade, mostram potencial de mitigar o déficit hidrico e os
efeitos da brusone. Objetivou-se foi realizar a caracterizar nove isolados de rizobacteérias,
selecionar os mais resistentes a altos potenciais osmoticos combinados com 4acido
monossilicico, avaliar o efeito das melhores combinagdes no desenvolvimento das raizes das
plantulas de arroz in vitro e na mitigacdo do déficit hidrico e da brusone foliar em plantas de
arroz, in vivo. Foram realizados cinco ensaios sequenciais. 1) Nove isolados de rizobactérias
(Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113) dois isolados de Serratia sp. (BRM 32114 e BRM
63522) e dois de Serratia marcescens (BRM 63521 e BRM 63523); Bacillus thuringiensis
(BRM 32110), Bacillus cereus (BRM 32109), Pseudomonas fluorescens (BRM 32111) e
Pseudomonas sp. (BRM 32112)) foram caracterizados quanto a producdo de enzimas
extracelulares, sideroforos, biofilme, enzima ACC deaminase, acido indolacético (AlA) e
fosfatase, em delineamento inteiramente casualizado, e trés repeti¢des. 2) Os noves isolados
de RPCRs foram crescidos em meio de cultura liquido suplementado com sete diferentes
concentragfes de PEG-6000 combinados com 4&cido monossilicico, em delineamento
inteiramente casualizado, e doze repeticGes. Determinou-se a taxa de crescimento e
quantificou-se as células viaveis. 3) Os melhores isolados foram utilizados para tratar as
sementes da cultivar BRS Esmeralda de arroz de terras altas. As sementes foram semeadas
em meio de cultura contendo as sete concentra¢cdes de PEG-6000 combinados com &cido
monossilicico, em delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes. Avaliou-se
o0 desenvolvimento radicular das plantulas com o auxilio de um scanner e o programa
WinRhizo Pro 2012b. 4) Os melhores isolados foram testados como antagonistas a M.
oryzae, em placas de Petri contendo meio de cultura enriquecido com as sete diferentes
concentracdes de PEG-6000 combinados com &cido monossilicico, em delineamento
inteiramente casualizado, em trés repeticdes. Determinou-se o diametro da col6nia de cada
tratamento. 5) Em condicBes de casa de vegetacdo, sementes da cultivar BRS Esmeralda,
tratadas com o isolado BRM 32111, foram semeadas em bandejas plasticas contendo 3 kg
de solo adubado com silicato de calcio e magnésio (9 g bandeja™). Aos 15 dias apds o plantio,
as folhas foram pulverizadas com 0 mesmo isolado e aos 21 dias foram submetidos a quatro
dias de deficit hidrico. Avaliou-se as trocas gasosas ao final deste periodo. Aos 26 dias, as
plantas foram inoculadas com uma suspensdo de conidios de M. oryzae. Avaliou-se o
progresso da doenca durante sete dias. Os isolados BRM 32110, BRM 3211 e BRM 63523
foram os mais resistentes a alta pressdo osmotica, além de serem produtores de enzimas
extracelulares, sideroforos, biofilme, enzima ACC deaminase, AlA e solubilizadores de
fosfato. E o isolado BRM 32111 foi o que mais inibiu (78.36%) o crescimento micelial de
M. oryzae na presenca de &cido monossilicico. No desenvolvimento das plantulas in vitro,
0s mesmos trés isolados combinados com &cido monossilicico, foram promissores sob alta
pressdo osmatica, aumentou 0 comprimento e area de raizes e ainda mais de pelos radiculares
decorrente da expansdo de raizes muito finas, mitigando os efeitos de déficit hidrico nas
plantulas. Comparando o controle com o maior potencial osmotico, dentro dos parametros



comprimento e area de superficie total de raizes (CTR e AST), o isolado BRM 32111
apresentou incremento de 93,26 e 77,32 %, o isolado BRM 32110 de 203,65 e 110,24 % e 0
isolado BRM 63523 de 139,67 e 170,13 %. No parametro comprimento e area de raizes
muito finas (CRMF e ARMF) esse incremento nos tratamentos com pressdes osmaticas
foram de até 109,29 e 194,00 %, (BRM 32111), 44,06 e 90,49 % (BRM 32110) e 34,31 ¢
36,17 % (BRM 63525). Em casa de vegetacdo, BRM 32111 em combinacdo com silicato de
calcio e magnésio, em todos os tratamentos, observou-se aumento nas taxas de transpiracdo
e fotossintética, na eficiéncia no uso da agua, na condutancia estomatica, na concentracao
interna de carbono e na eficiéncia de carboxilacéo, além da reducéo da severidade de brusone
foliar. Os nove isolados em sinergismo com silicio apesentaram potencial para mitigacao de
danos causados por déficit hidrico e supresséo da brusone e entre eles BRM 32111 destacou-
se na mitigacao dos danos em plantas de arroz de terras altas em casa de vegetacao, in vitro
e in vivo.

Palavras-chave: alongamento radicular, antagonismo, bioatividade, fotossintese, potencial
osmotico.
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ABSTRACT

FARIA, D. R. Rhizobaterias and silicon in the intensification of mitigation of upland
rice to water déficit and blast. 2021. 117 f. Dissertation (Master in Agronomy) — Schoolof
Agronomy, Federal University of Goiés, Goiania, 2021

Rice (Oryza sativa L.) is the only cereal that feeds approximately 2,4 billion
people in the world per day. The productivity of the highland farming system is challenged
by the occurrence of blast (Magnaporthe oryzae) and water deficit. Plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPRs), as well as silicon, as they have multiple bioactivity, have the
potential to mitigate water deficit and the effects of blast. The objective was to characterize
nine rhizobacteria isolates, select the ones that are most resistant to high osmotic potentials
combined with monosilicic acid, evaluate the effect of the best combinations in the
development of rice seedling roots in vitro and in the mitigation of water deficit and blast
leaf in rice plants, in vivo. Five sequential tests were performed. 1) Nine rhizobacteria
isolates (Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113) two Serratia sp. isolates (BRM 32114 and
BRM 63522) and two Serratia marcescens (BRM 63521 and BRM 63523); Bacillus
thuringiensis (BRM 32110), Bacillus cereus (BRM 32109), Pseudomonas fluorescens
(BRM 32111) and Pseudomonas sp. (BRM 32112)) were characterized for the production
of extracellular enzymes, siderophores, biofilm, ACC deaminase enzyme, indolacetic acid
(AlA) and phosphatase, in a completely randomized design, and three repetitions. 2) The
nine isolated PGPRs were grown in liquid culture medium supplemented with seven
different concentrations of PEG-6000 combined with monosilicic acid, in a completely
randomized design, and twelve replications. The growth rate was determined and viable cells
were quantified. 3) The best isolates were used to treat the seeds of the cultivar BRS
Esmeralda of upland rice. The seeds were sown in culture medium containing the seven
concentrations of PEG-6000 combined with monosilicic acid, in a completely randomized
design, with six replications. The root development of seedlings was evaluated with the aid
of a scanner and the program WinRhizo Pro 2012b. 4) The best isolates were tested as
antagonists to M. oryzae, in Petri dishes containing culture medium enriched with seven
different concentrations of PEG-6000 combined with monosilicic acid, in a completely
randomized design, in three replications. The colony diameter of each treatment was
determined. 5) In greenhouse conditions, seeds of the cultivar BRS Esmeralda, treated with
the isolate BRM 32111, were sown in plastic trays containing 3 kg of soil fertilized with
calcium and magnesium silicate (9 g tray-1). At 15 days after planting, the leaves were
sprayed with the same isolate and at 21 days they were subjected to four days of water deficit.
Gas exchanges were evaluated at the end of this period. At 26 days, the plants were
inoculated with a conidia suspension of M. oryzae. The progress of the disease was assessed
for seven days. The isolates BRM 32110, BRM 3211 and BRM 63523 were the most
resistant to high osmotic pressure, in addition to being producers of extracellular enzymes,
siderophores, biofilm, ACC deaminase enzyme, AlA and phosphate solubilizers. And the
isolate BRM 32111 was the one that most inhibited (78,36%) the mycelial growth of M.
oryzae in the presence of monosilicic acid. In the development of seedlings in vitro, the same
three isolates combined with monosilicic acid, were promising under high osmotic pressure,
increased the length and area of roots and even more of root hair due to the expansion of
very thin roots, mitigating the effects of water deficit in seedlings. Comparing the control
with the highest osmotic potential, within the parameters length and total root surface area,
the isolate BRM 32111 showed an increase of 93,26 and 77,32%, the isolate BRM 32110 of
203,65 and 110,24% and the isolate BRM 63523 of 139,67 and 170,13%. In the parameter



length and area of very thin roots, this increase in treatments with osmotic pressures was up
to 109,29 and 194,00%, (BRM 32111), 44,06 and 90,49% (BRM 32110) and 34,31 and
36,17% (BRM 63525). In a greenhouse, BRM 32111 in combination with calcium and
magnesium silicate, in all treatments, an increase in transpiration and photosynthetic rates,
water use efficiency, stomatal conductance, internal carbon concentration and carboxylation
efficiency, in addition to reducing leaf blast severity. The nine isolates in synergism with
silicon showed potential for mitigating damage caused by water deficit and blast suppression
and among them BRM 32111 stood out in mitigating damage to upland rice plants in
greenhouse, in vitro and in vivo.

Keywords: antagonismo, biotivity, photosynthesis, osmotic potential, root stretching,
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais com maior potencial para suprimento
da alimentacdo humana e erradicacdo da fome, constituindo a base da alimentacao diaria de
cerca de 2,4 bilhGes de pessoas no mundo, e prevé-se que este nimero dobre até 2050
(Kumar et al., 2017; FAO, 2017). E o terceiro cereal mais cultivado no mundo, produzindo,
em 2020, cerca de 495,23 milhdes de toneladas, sendo o Brasil, o0 maior produtor fora do
continente asiatico, produzindo 12,4 milhdes de toneladas na safra de 2019/2020 (CONAB,
2020).

No Brasil, 0 arroz é produzido em dois sistemas distintos, irrigado, responsavel
por 82% da producdo nacional, alcangando produtividade de até 8,3 ton ha, e de sequeiro,
também conhecido como cultivo de terras altas, entretanto, com produtividade média de 2,3
ton ha (Aradjo et al., 2016; CONAB, 2020). A area disponivel para aumento da produgio
no sistema de cultivo irrigado é limitada, principalmente em funcdo do alto impacto no meio
ambiente e problemas sociais, como a competicdo pela demanda de agua pelas industrias e
uso domeéstico. De acordo com dados da FAO (FAO, 2020), em 2017, a producdo de arroz
irrigado consumiu globalmente 3 trilndes de m® de agua, com Brasil responsavel por
aproximadamente 22 bilhdes do total consumido (CONAB, 2019). Como parte dessa agua
ndo retorna ao seu curso original, a disponibilidade é reduzida (Back & Just, 2018). Em
contrapartida, o sistema de arroz de terras altas destaca-se como uma alternativa para a
agricultura sustentavel por exercer menor efeito negativo na camada de o0zdnio e consumir
apenas a agua das chuvas, além de ter menor custo de producdo, capacidade para expansao
de érea de cultivo e ndo exigir maquinarios agricolas complexos.

A produtividade do sistema de cultivo de arroz de terras altas é afetada por
fatores bidticos e abidticos, como a ocorréncia de doencas e de periodos estiagem comuns
na regido Centro Oeste do Brasil, denominados “veranicos”. Ambos estresses desencadeiam
alteracdes fisiologicas e bioguimicas nas plantas, afetando o crescimento (Marschner, 1995).
A brusone (Magnaporthe oryzae), considerada a principal doenga da cultura (Habib et al.,

2012), € capaz de reduzir em até 100 % a produtividade e a qualidade de gréos, bem como a



qualidade fisiologica e sanitaria da semente (Praphu & Filippi, 2006). Aliado a isso, 0
suprimento insuficiente e prolongado de &gua, resulta em déficit hidrico, afetando
negativamente a producdo (Enebe & Babalola, 2018), podendo reduzir a produtividade da
cultura do arroz na ordem de 60 e 87% (Stone et al., 1986). Plantas de arroz quando passam
déficit hidrico e posteriormente sdo submetidas a alta pressdo de indculo de M. oryzae, se
tornam mais vulneraveis a incidéncia da brusone. Por outro lado, o0 uso de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas combinada com adubacgdo com silicio (Si) tem se
mostrado eficaz no controle de doencas bem como no combate a mudancas induzidas pelo
clima que limitam o desempenho geral das plantas sob estresse (Alori et al., 2017; Staudinger
et al., 2016; Cortés et al., 2015; Chen et al., 2018).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) sao
microrganismos de vida livre, colonizadoras da rizosfera atuando direta e indiretamente no
desenvolvimento e bem-estar das plantas (Babalola, 2010). Durante a interagdo com as
plantas, desempenham mdltiplas bioatividades, auxiliando na promoc¢do de crescimento
vegetal, controle de fitopatdgenos e mitigacdo de efeitos abioticos, através da sintese de
horménios vegetais, solubilizacdo de nutrientes na regido da rizosfera e producdo de enzimas
extracelulares (Glick et al., 1995).

O Si é considerado o segundo elemento quimico em abundancia na crosta
terrestre, sendo o Oxido de Si (SiO2) o mineral mais abundante nos solos. O efeito da
adubacdo com Si pode ser observada diretamente no crescimento e desenvolvimento de
plantas de arroz de terras altas (Gomes et al. 2011), como indiretamente potencializando a
resisténcia da planta contra ataques de patdégenos (Detmann et al., 2012) e a resiliéncia ao
déficit hidrico (Shi et al., 2016). Estudos realizados por Cortés et al. (2015) e Sousa et al.
(2017) demonstraram que a combinacao de rizobactérias com a adubacéo de plantas de arroz
de terras altas com de silicato de calcio e magnésio (SiCaMg) resultou em um sinergismo
que protegeu a planta contra o desenvolvimento da brusone, além de aumentar a biomassa,
taxa fotossintética, eficiéncia do uso da &gua, acucar sollvel total e pigmentos
cloroplastidicos.

Investigar a eficiéncia da combinacéo entre RPCPs e SiCaMg como mitigadores
do déficit hidrico e supressores da brusone foliar exige estudos preliminares como a selegédo
de isolados de rizobactérias resistentes ao potencial osmatico, observar os efeitos desta
combinacdo no desenvolvimento radicular, nas trocas gasosas e na supressao da brusone.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo selecionar isolados de rizobactérias, que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6132541/#CR12

quando combinados com o Si, apresentasse resisténcia a pressao osmotica e fossem capazes
de promover o desenvolvimento das plantas e mitigar efeitos do déficit hidrico e supressdo

da brusone foliar em plantas de arroz de terras altas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO ARROZ (Oryza sativa L.)

O arroz (Oryza sativa) é uma espécie hidrofila originada da Asia Meridional,
fazendo parte da alimentacdo basica de mais de trés milhdes de pessoas, estando entre as
culturas mais plantadas e consumidas no mundo (Sosbai, 2012). No Brasil foi introduzido
por portugueses por volta do século XVI objetivando suprir a alimentacdo de escravos e
colombos nas grandes fazendas, passando a ser consumida como alimento basico da dieta
com o decorrer dos anos. Até o final do século X1X os cultivos eram restritos exclusivamente
de lavouras de sequeiro, surgindo apenas na Ultima década do século as primeiras lavouras
de arroz irrigado, no Sul do pais (Azambuja et al., 2002).

O arroz é o terceiro cereal mais cultivado no mundo, estando atras apenas do
trigo (Triticum spp.) e milho (Zea mays) (Paraginski et al., 2014), atingindo a marca de
495,23 milhdes de toneladas produzidas em 2020 (CONAB, 2020). Os maiores produtores
de arroz encontram-se no continente asiatico, tendo a China a maior produ¢do mundial,
produzindo no ano de 2020 cerca de 193 milhdes de toneladas, seguido da india e Indonésia
(FAO, 2020). Exclusos paises do continente asiatico, o Brasil € o principal produtor,
ocupando a nona colocacdo no ranking mundial, produzindo na safra de 2019/2020
aproximados 12,4 milhdes de toneladas, participando de 82 % da producdo do Mercosul,
tendo o estado do Rio Grande do Sul a maior producéo, correspondente a cerca de 70 % do
total produzido (CONAB, 2020).

Atualmente o arroz ¢ a cultura com maior potencial de aumento de producao e
responde pelo suprimento de 20% das calorias e 15% das proteinas consumidas na
alimentacdo (Sosbai, 2012). Possui alto potencial energético, constituido de nutrientes
essenciais a nutricdo, com alta concentracdo de amido, fornecendo proteinas, vitaminas e
minerais. Seu baixo teor de lipideos se destaca pela sua facil digestédo, e por ser um produto
de origem vegetal, isento de colesterol, possuindo um baixo teor de gordura (Kumar et al.,
2017). O consumo médio no mundo é de 57 kg pessoa™ ano™ (Nascente et al., 2019), com

Brasil, consumindo em média 45 kg de arroz pessoa™ ano™ (Embrapa, 2020).
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O sistema de cultivo de arroz no Brasil é dividido em irrigado, responsavel pelas
maiores produgdes, e sequeiro, este comumente chamado de “cultivo em terras altas”
(Araujo et al., 2016) possuindo uma area plantada de aproximadamente 535,9 mil hectares,
em contraste a 1.430,8 mil hectares de area plantada advindo do sistema de cultivo irrigado
(CONAB, 2018). O sistema irrigado é o mais produtivo por possuir maior controle das
condic@es hidricas além de possuir tecnologias e pesquisas mais avancadas, com cultivares
mais promissoras, respondendo por cerca de 70 % da producéo brasileira (CONAB, 2020).
Ja o cultivo de arroz em terras altas é dependente de condic¢Bes hidricas naturais (chuvas)
para seu desenvolvimento e aliado a concorréncia com outras grandes culturas, como soja e
milho, e a baixa resposta das plantas a adubacdo, faz com que a area de lavouras com arroz

de terras altas venha caindo no decorrer dos Gltimos anos (CONAB, 2020).

2.2 FISIOLOGIA DA PLANTA DE ARROZ E CARACTERISTICAS QUE AFETAM
SEU DESENVOLVIMENTO

O arroz € uma planta herbacea de ciclo anual, classificada no grupo de plantas
com sistema fotossintético C3, da classe Liliopsida (monocotilédone), ordem Poales, familia
Poacea e género Oryza (Sosbai, 2012). A presenca de aerénquima no colmo e nas raizes
confere a planta adaptacdo ao ambiente aquatico, que possibilita a passagem de oxigénio do
ar para a camada da rizosfera. Por ser uma planta com sistema fotossintético C3, com
formacdo do &cido 3-fosfoglicérico apos a fixacdo de moléculas de CO., atinge taxas
maximas de fotossintese em intensidade de radiacdo solar relativamente baixas, o que lhes
confere menor adaptabilidade em ambientes com restrices de agua. Diferentemente, as
plantas C4, que recebem esse nome por possuirem quatro moléculas de carbonos no acido
oxalacético formado apos a fixagdo do CO», possuem grande afinidade por essa molécula e
sO atingem as taxas maximas de fotossintese sob elevadas intensidades de radiacdo solar,
conseguindo fixar mais CO por unidade de agua perdida, perdendo menor quantidade de
agua durante a fixacao no processo de fotossintese e assim, conferindo maior adaptabilidade
a ambientes aridos (Pimentel, 1998).

O ciclo de desenvolvimento da planta de arroz, da emergéncia até a maturacao,
pode ser dividido em duas fases, vegetativa e reprodutiva (Streck et al., 2003; Counce et al.,
2000) e, em alguns casos, em trés fases: a fase vegetativa que vai da emergéncia até a
diferenciacdo da panicula; a fase reprodutiva que vai da diferenciagdo da panicula até a

antese; e a fase de enchimento de gréos que vai da antese até a maturagéo fisiologica (Gao

24



etal., 1992; Infeld et al., 1998). Na diviséo proposta por Streck et al. (2003), a fase vegetativa
inicia na emergéncia e se estende até o aparecimento da inflorescéncia ou antese e a fase
reprodutiva tém inicio no final da fase vegetativa, findado na maturacéo fisiologica. Esta
divisdo baseia-se no aparecimento de oOrgdos da planta que sdo visiveis a olho nu,
apresentando assim uma maior simplicidade e facil identificagdo do estadio fenoldgico a
campo, ndo tendo a necessidade de amostragem destrutiva para identificagcdo. Contudo, ndo
é possivel identificar a diferenciacdo da panicula, estadio de importancia no manejo da
cultura por ser momento crucial para a realizagdo da segunda parcela nitrogenada de
cobertura. J& a divisdo proposta por Counce et al. (2000), requer amostras destrutivas para
identificacdo do estadio fenoldgico da planta, porém, é possivel identificar a diferenciacdo
da panicula. Dentro dessa diviséo, a fase vegetativa vai da emergéncia até o aparecimento
do colar da folha e a fase reprodutiva inicia na diferenciacdo da estrutura reprodutiva com
término na maturagdo fisioldgica.

Varios fatores limitam o desenvolvimento das plantas, em maior ou menor grau.
Dentre eles encontram-se 0s estresses ambientais, divididos em bidticos e abioticos. As
mudancas climaticas ocasionada, em parte, pelas intensas atividades humanas, acarreta
alterac6es no ambiente que confere condi¢cdes ambientais adversas prejudiciais a agricultura,
onde sdo englobados os estresses abidticos, como seca, alta salinidade e contaminacao por
metais pesados (Ahmad et al., 2016).

O deficit hidrico, definido por Jaleel et al., (2009) como uma perda moderada de
agua no solo e pela planta e ocasionado por falta de pluviosidade natural (chuvas), leva
agricultores a intensificar a irrigagdo convencional em lavouras, potencializando o problema
de salinizacdo dos solos pelo uso de agua que apresentam elevada concentracdo de sais
dissolvidos. A alta salinidade acarreta efeito osmotico e até toxico, impedindo a absorcédo de
agua pelas raizes, restringindo a abertura estomatica e assimilacdo fotossintética de COo,
interferindo no desenvolvimento da planta (Silveira et al., 2010). Além disso, a
contaminacdo ambiental por metais pesados também é um grande causador de estresse as
plantas. Os metais pesados, como ferro (Fe), zinco (Zn) e cadmio (Cd) retidos no solo sdo
provenientes do uso de fertilizantes inorganicos e organicos, atividades de mineracéo e
fundicgéo, despejos de residuos industriais, queima de carvao mineral e petréleo, e corroséo
de residuos comerciais (Alves et al., 2016) e sdo altamente toxicos as plantas, ocasionando

declinio na produtividade, e conforme o seu o nivel nas células vegetais, podem levar a
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inibicdo e também o aumento na atividade enzimética, além das graves ameacas para salde
humana e animal (Hmid, 2015; Venegas, 2015).

Os estresses bidticos sdo causados por organismos vivos, como plantas
invasoras, insetos pragas e microrganismos fitopatogénicos. Plantas invasoras, sdo aquelas
que se desenvolvem onde nédo séo desejadas e podem limitar o desenvolvimento da planta
cultivada através da competicdo por recursos vitais, alelopatia e parasitismo. Ja os insetos
pragas e microrganismos fitopatogénicos, pela acédo de fungos, bactérias, virus e nematoides,
causam disturbios fisioldgicos prejudicando a producdo (Larcher, 2006). O complexo de
doencas que acometem a cultura do arroz é responsavel pela reducdo em sua produtividade
e qualidade de grdos, bem como a qualidade fisioldgica e sanitaria da semente. Das doencas
de importancia, destacam-se Brusone (M. oryzae), mancha parda (Bipolaris oryzae),
escaldadura das folhas (Microdochium oryzae) e mancha de grdos (Bipolaris oryzae,
Alternaria padwickii, Phoma sorghina, Monographella albescens, Sarocladium oryzae,

Curvularia sp., Fusarium spp. Nigrospora spp).

2.3 BRUSONE NO ARROZ

A brusone do arroz, causada pelo fungo hemibiotréfico M. oryzae, esta presente
em todos os locais produtores de arroz, constituindo a doenca mais devastadora, resultando
em perdas de até 100 % (Skamnioti & Gurr, 2009). O fungo pertence ao filo Ascomycotae,
classe Sordariomicetes, ordem Magnaporthales e familia Magnaporthaceae (Maciel, 2011).
Os primeiros relatos da doenga datam de 1600 e foram feitas na China. No Brasil a doenca
foi registrada pela primeira vez em 1912 nos municipios de Santos e Iguapé no estado de
Sdo Paulo. Sua distribuicdo geografica € ampla, estando presente em todas as areas
produtoras do cereal com ocorréncia relatada em mais de 70 paises (Praphu & Filippi, 2006).

A brusone no arroz causa lesfes que podem ser encontradas em todas as partes
da planta, incluindo folhas, bainhas das folhas, pescoco, paniculas, pedicelos, sementes e até
mesmo raizes. Nas folhas os sintomas iniciam-se com pequenas manchas necrdticas de
coloragéo castanha, evoluindo a maiores lesdes de formato eliptico, com margem marrom e
centro cinza ou esbranquicado, onde sdo encontradas as estruturas reprodutivas do patogeno.
As lesbes crescem no sentido das nervuras, podendo ser circundadas por alo amarelado.
Quando o ataque €é severo e ocorre nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, as
lesGes coalescem, tomando grandes areas do limbo foliar, levando até, em casos mais

severos, a morte da planta (Bedendo e Prabhu, 2005).
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M. oryzae pode sobreviver em hospedeiros secundarios, como plantas
infestantes e nativas, bem como em outras culturas, sementes contaminadas, alem de restos
culturais das plantas cultivadas onde consegue sobreviver de forma saprofitica por longos
periodos, sendo considerado uma importante fonte de indculo primario (Dias Martins et al.,
2004). Ao entrar em contato com as plantas de arroz, os conidios iniciam o processo de
infeccdo, onde se aderem ao tecido vegetal por uma mucilagem produzida em sua
extremidade, ocorrendo entdo a germinacdo da célula basal ou apical, formacédo de um tubo
germinativo e finalmente o apressorio. Na base do apressorio € formado um fino peg de
penetracdo que, auxiliado por enzimas extracelulares, perfura a cuticula do hospedeiro e
invade a epiderme das plantas de arroz (Dean et al., 2012). A colonizagdo acontece com a
diferenciacédo das hifas de infeccdo originando hifas invasivas secundarias que adentram ao
tecido vegetal, colonizando outras células e exteriorizando sintomas apds 72 horas (Figura
1) (Prabhu & Filippi, 2006). Do tecido colonizado séo produzidos esporos assexuais que
dardo inicio a um novo ciclo. O in6culo priméario pode ser disperso pelo vento, dgua ou
sementes infectadas (Ebbole, 2007).

Foto: Amanda A. Chaibub
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Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de Magnaporthe oryzae na folha de arroz (Ramos, 2009).
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O controle da brusone é complexo e feito adotando varias medidas de manejo
integradas combinando varios métodos. A resisténcia genética de cultivares é a estratégia
mais usual e de maior sucesso, embora sua maior dificuldade seja a durabilidade ao longo
do tempo, devido a variabilidade na populacdo do patogeno. O uso de fungicidas torna-se
essencial quando o grau de resisténcia das cultivares é ineficaz. Contudo o0 uso
indiscriminado e excessivo, além de ser nocivo & salde humana e ao ambiente, leva o
aumento da capacidade dos patdgenos em adquirirem resisténcia aos principios ativos
utilizados em menor tempo (Castroagudin et al., 2015). Assim, 0 uso de bioinsumos tém
ganhado evidéncia no controle, servindo como pratica sustentavel e com eficiéncia dentro
do manejo integrado de doencas. Os diferentes mecanismos de acdo dos agentes de
biocontrole representam uma grande vantagem sobre os produtos quimicos que trabalham
em um Unico alvo. Portanto, fungicidas microbiolégicos podem ser usados em rotacdo com
fungicidas quimicos resultando na redugdo do desenvolvimento da resisténcia por agentes
patogénicos (Lucas et al., 2009).

2.4 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA NA FISIOLOGIA DA PLANTA

A interacdo da planta com o ambiente, quando funcionando num sistema
controlado, é o que estabelece o equilibrio para o seu perfeito desenvolvimento. Sob
impactos causados por perturbacdo ambiental, plantas reagem de forma negativa e séo
intensamente afetadas, a depender de parametros genéticos e do grau de estimulo ambiental
(Chaves, 1991). A agua é considerada o principal fator que, de forma isolada ou combinada
com outros fatores ambientais, limitam a produtividade agricola ao redor do mundo (Flexas
et al, 2009; Murchie et al., 2008; Chaves & Oliveira, 2004). Ainda, diferentes espécies
cultivadas, reagem de formas diferentes as respostas as alteracdes do ambiente. Plantas de
metabolismo fotossintético C4 sdo, em geral, mais eficientes no uso da agua, o que lhes
conferem maior tolerancia a deficiéncia hidrica, conseguindo, em condi¢des adversas,
reduzir a fotorrespiracao, conferindo vantagem adaptativa em relacéo as plantas do tipo C3
(Sage & Kubien, 2007; Stepien & Klobus, 2005; Yoshimura et al., 2004; Ward et al., 1999).

A deficiéncia hidrica € entendida por Jaleel et al., (2009) como uma perda
moderada de agua que difere de dessecacao, descrita como perda de agua mais extensiva,
podendo levar, nesse caso, a ruptura do metabolismo e da estrutura celular. Em condicdes
de deficiéncia no suprimento hidrico sdo desencadeadas respostas na planta, levando ao

fechamento estomatico, perda de turgor, reducdo da espessura do mesoéfilo e da Iamina foliar
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através da reducdo dos espacos intracelulares, resultando em menor expansao celular, além
da alteracdo na taxa de transpiracdo, condutancia estomatica e taxa fotossintética e,
consequentemente, reducdo no crescimento (Jaleel et al., 2009; Calbo & Morais, 2000).
Numerosos estudos documentam que, sob déficit hidrico, ocorre ainda um maior
desenvolvimento radicular, resultando em aumento de comprimento (Fitter & Hay 1987) e
de matéria seca da raiz (Pereira & Pallardi 1989), respostas desencadeadas pela planta em
busca de 4gua e nutrientes em maiores profundidades no solo, além de poder ocorrer também
acumulo de prolina no vacuolo celular (Bohnert et al. 1995; Pandey & Agarwall 1998)
aumentando a capacidade da célula em extrair 4gua do solo (Boyer, 1996).

Prolinas sdo aminoacidos que podem se acumular no interior dos vacuolos de
células radiculares, aumentam a pressao osmotica dessas células, como também a capacidade
de absorcdo de agua, além de manter a pressdo de turgor das células, auxiliando na
continuidade dos seus processo fisioldgicos, ainda que em niveis reduzidos (Marijuan &
Bosh, 2013). Em plantas cultivadas sobre condi¢Bes limitantes de agua, o conteudo de
prolina pode aumentar até 100 vezes, em comparacao a plantas cultivadas sob condi¢cfes
hidricas normais (Verbruggen & Hermans, 2008) desempenhando fungdo importante ao
atenuar os efeitos do deficit hidrico (Filippou et al., 2014).

Os estdmatos sdo os principais reguladores de entrada do substrato essencial a
fotossintese na célula vegetal, 0 CO. e também na perda de vapor d’agua para a atmosfera
pela transpiracdo. Esses processos, envolvendo trocas gasosas entre folha e atmosfera sdo
essenciais para a manutencado da atividade fotossintética e hidratacdo dos tecidos, de forma
que os estdmatos sdo os principais reguladores da perda excessiva de agua e conseguinte
desidratacdo, em condicBes de deficiéncia hidrica no ambiente (Oliver et al., 2009; Blum,
2009). Contudo, varios fatores interferem na abertura e fechamento dos estématos, como
mudancas repentinas na intensidade de luz, deficiéncia hidrica e baixa umidade do ar
fazendo com que esse processo seja heterogéneo e interfira no processo de regulagao natural
de perda de agua pela planta (Mott & Buckley, 1998).

O écido abscisico (ABA) é um hormonio inibidor de crescimento vegetal,
conhecido como “hormdnio do estresse”, exercendo fungdes importantes na resposta das
plantas ao déficit hidrico (Davies & Zhang, 1991) controlando a abertura e fechamento dos
estomatos (Cramer et al., 2011). A desidratacdo celular sob condicGes limitantes de agua
induz um aumento nos niveis de ABA no interior da célula, que ligam-se a receptores na

membrana plasmatica das células-guarda dos estdmatos, fazendo com que canais de Ca?*
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(fons de calcio) abram-se e esses fons adentre para o citoplasma. Com isso o Ca?* induz a
abertura de canais idnicos, acarretando na passagem dos anions CI- (ions de cloro) e malato?
e do cation K* (ions de potassio) do citoplasma para a parede celular. Esse processo faz com
que a agua se mova também para a parede celular, diminuindo a pressdo de turgor das
células-guarda que, pelo fechamento do ostiolo estomético, permanecem flacidas fazendo
com que o estdmato se feche, impedindo a passagem e perda excessiva de agua. Ao retorno
dos niveis normais de agua no ambiente, 0 ABA se separa de seu receptor na membrana
plasmatica, os ions retornam o citoplasma e a 4gua, por osmose, retorna ao interior da célula,
aumentando a pressao de turgor e, por conseguinte, fazendo com que as células-guarda
voltem a ficar targidas, promovendo novamente a abertura dos estdbmatos (Taiz & Zeiger,
2004). O ABA possui também efeito protetor nas plantas desidratadas diminuindo a
producdo de folhas novas, a fim de reduzir a expansdo foliar durante periodos de alta
demanda transpiratéria (Yin al., 2004), na inibi¢do do crescimento da parte aérea (Sauter et
al., 2001) no aumento do conteldo relativo de 4gua (CRA) das plantas (Jiang & Huang,
2002) e na estabilidade do aparato fotossintético (Gong et al., 1998).

Em niveis de desidratacdo em que o CRA esta abaixo de 70% a assimilacdo de
carbono, ocasionado pelo fechamento estomético, pode diminuir chegando préximo a zero
sem nenhuma reducdo na capacidade fotossintética do mesofilo (Chaves, 1991). O
decréscimo da condutancia estomatica resulta na diminui¢do de difusdo de CO. para o
interior da célula e, por conseguinte, também de O para o exterior, fazendo com que a
relacdo da concentragdo de Oz e CO2 no interior celular aumente. Esse processo interfere na
atividade da enzima Rubisco, no ciclo de Calvin, durante a etapa quimica (escura) no
processo de fotossintese, que, deixa de fixar CO-, e inicia 0 processo de fixacdo de O,
fendmeno conhecido como fotorrespiracdo (Sanda et al., 2011). Como consequéncia da
fotorrespiracdo, o excesso de energia absorvida pelas plantas desafiadas pela seca nesse
processo, pode ser destinado para uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) pelas plantas (Sandalio et al., 2013). EROs s&o produzidas constantemente em
baixas concentracdes em diferentes compartimentos da célula vegetal e sdo essenciais como
moléculas de sinalizacdo e sistema de defesa da planta, mas em altas concentragdes sao
prejudiciais (Harb et al., 2010). Esse estresse oxidativo desencadeia as elevadas quantidades
de EROs a causar danos fotoinibitdrios e fotooxidativos catastroficos como peroxidacao de
lipideos e desnaturacdo de proteinas e acidos nucleicos da planta (Huang, et al., 2014),

degradando, principalmente, os &cidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios da
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membrana (Wang et al., 2012). A concentracdo de EROs é regulada pela ativacéo do sistema
antioxidante da planta que induz a sintese de enzimas antioxidativas como peroxidades,
catalases e dismutase (Harb et al, 2010; Miller et al., 2010).

Altas temperaturas também podem afetar atividade fotoquimica diretamente pela
desorganizacdo estrutural dos tilacdides, pela inativacao do fotossistema Il (FSII) e a cadeia
de transporte de elétrons, que daria origem a adenosina trifosfato (ATP) e nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), ou indiretamente pela reducdo da
atividade do ciclo de Calvin (Zhang & Sharkey, 2009). A fixacdo de CO2 ¢ mediada pela
atividade carboxilase da Rubisco, que com aumento de temperaturas é desfavorecida por
apresentar grande sensibilidade com as mudancas de temperaturas. Plantas sob condigdes de
seca reduzem a taxa de transpiracdo e consequentemente a capacidade de dissipacéo de calor
latente aumentando a temperatura da folha, e por conseguinte, interferindo na atividade da
Rubisco (Kumar et al., 2009). Com o ma funcionamento do aparato fotoquimico, a sintese
de ATP e NADPH é comprometida e com isso, a capacidade de regeneracdo da ribulose
bifosfato (RuBP) diminui, levando a uma reducdo na fotossintese potencial (Lawlor e
Tezara, 2009; Pinheiro & Chaves, 2011).

2.5 RIZOBACTERIAS COM MULTIPLAS BIOATIVIDADES

As bactérias sdo microrganismos unicelulares, com material genético contido em
cromossomo unico e circular a qual consiste de &cido desoxirribonucleico (DNA) e
proteinas. A divisao celular acontece por fissdo bindria em quatro fases distintas, lag, log,
estacionaria e de declinio, originando duas novas células bacterianas com materiais
genéticos idénticos. A fase lag, também conhecida como latente, correspondente ao periodo
de adaptacdo do microrganismo ao meio com as células em intensa atividade metabdlica,
porém, sem multiplicacdo. Na fase subsequente, inicia-se a multiplicacdo celular e as células
dobram em quantidade, com crescimento logaritmico (log). Apéds, na fase estacionaria, a
populacdo bacteriana mantém-se em equilibrio, mantendo por igual o nimero de células
novas produzidas e o numero de morte celular. E por fim, na fase de declinio ou morte ocorre
reducdo no numero de células vivas, com o numero de células mortas maior que 0 numero
de células novas produzidas (Aradjo et al., 2012).

As bactérias sdo divididas em gram positivas e gram negativas. A diferenca entre
elas esta basicamente na composicéo da parede celular, tendo as gram positivas parede mais

espessa e rigida, resultado das multiplas camadas de peptidoglicano, enquanto que as gram

31



negativas sdo estruturalmente mais finas e menos rigidas, com poucas camadas de
peptidoglicano (Aradjo et al., 2012). A comunicacdo entre as células bacterianas acontece
por quorum sensing, mecanismo que consiste na liberacdo de moléculas de sinalizacdo para
0 meio, provocando a expressdo de varios genes (Romero et al., 2012). Essa comunicacao
possibilita as bactérias executarem funcbes bioldgicas importantes, como acelerada
multiplicagdo celular em condic¢des adversas do meio. Além disso, tem sido demonstrado
que o quorum sensing desempenha papel na adesdo celular, conferindo ao biofilme uma
maior adesdo e protecdo aos agentes antimicrobianos (Antunes, 2003). O biofilme,
comumente produzidos por rizobactérias, auxiliam na sobrevivéncia a vérias condigdes de
estresse, como resisténcia a antibidticos, protecdo contra fitopatdgenos, protecdo contra
dessecacdo e agentes estressantes antimicrobianos (Monier & Lindow, 2003).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdo bactérias que
naturalmente se desenvolvem e sobrevivem no solo, colonizando as raizes de plantas e
favorecendo o seu crescimento, utilizando de varios mecanismos para estimular a inducéo
de resisténcia a patogenos (Kokalis-Burelle et al., 2006) e mitigar efeitos negativos impostos
por condicdes ambientais adversas (Kumar et al., 2012). Os estudos com rizobactérias
tiveram inicio na Russia e na Ucrania no ano de 1885 com isolados de Bacillus sp. e
Azotobacter chroococcum. A primordio, objetivavam descobrir a sua capacidade em
aumentar o crescimento e rendimento das plantas. Com avango nas pesquisas e trabalhos
realizados por Kloepper e Shoroth, em 1978, com batata e rabanete, foi descoberto que
rizobacteérias, além de estimular crescimento, conseguem estimular também a bioprotecao
de plantas e assim aumentar a toler&ncia vegetal a estresses bidticos (Luz, 1996).

Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram positiva, em forma de bastonete
movel, aerdbica e anaerdbica facultativa, formadora de esporos, persistindo no solo
principalmente na forma de enddsporo e caracterizada por produzir inclusbes proteicas
cristalinas denominadas &-endotoxinas durante a fase de esporulacgdo (Silva-Werneck et al.
2008; Yara et al.1997). Ja bactérias do género Pseudomonas sdo caracterizadas como gram
negativas, em forma de bastonete reto ou ligeiramente curto, aerébicos e ndo formadores de
esporos. Possuem alta motilidade conferida por flagelos polares e possuem intensa atividade
proteolitica e lipolitica (Frank et al., 2005; Cornelis, 2008).

Os microrganismos biopromotores sdo salutares para as plantas e podem atuarem
de forma benéfica no seu desenvolvimento, precavendo-a de estresses bioticos e abioticos e

suprindo, assim, baixas na produtividade. Dentre 0s mais populares estdo as rizobactérias
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promotoras do crescimento de plantas, também chamadas de “plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR)”, que sdo utilizadas com éxito em diversas culturas, promovendo o
desenvolvimento saudavel e diminuindo o ataque de doengas (Filippi et al., 2011).

Diferentes tipos de bactérias compdem a vitalidade do solo, estando incluidas
em varias atividades bidticas para torna-lo eficiente, melhorando a producdo de culturas
(Ahemad et al., 2009) suscitando o desenvolvimento das plantas através da mobilizacéo de
nutrientes no solo, gerando reguladores de crescimento de plantas, protegendo as plantas de
fitopatdgenos e ainda aperfeicoando a estrutura do solo. Elas podem ser caracterizadas de
acordo com suas especialidades: (1) colonizacgéo radicular; (2) sobrevivéncia, multiplicacdo
e competicdo com outros componentes da microbiota, pelo menos durante o periodo em que
manifestam suas atividades de promocdo do crescimento/protecdo nas plantas e (3)
promocdo do crescimento das plantas (Ahemad e Kibret, 2013). Sdo exitosas nha sua
instalacdo em ecossistemas do solo, devido a sua adaptabilidade a uma grande possibilidade
de ambientes, a taxa de crescimento mais rapido e versatilidade bidtica em metabolizar um
grande nimero de compostos naturais e xenobioticos. (Bhattacharyya & Jha, 2012).

A acdo direta das rizobactérias se dd na promocdo do crescimento e
potencializam beneficios para as plantas, como a fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfatos, sintese de sideroforos (Cardoso & Andreote, 2016) e a producdo de fitorménios,
auxina, citocininas, giberelinas etileno (ET) e &cido abscisico, que regulam o crescimento
vegetal (Vejan et al., 2016; Silva et al., 2016). Indiretamente agem na presenca de patdgenos,
como agentes de biocontrole, em geral pela competi¢do por nutrientes, exclusdo de nicho,
inducdo de resisténcia e producdo de metabolitos antifingicos (Ahemad & Kibret, 2013) e
aumento da resisténcia a estresses abioticos, principalmente déficit hidrico, pela sintese de
enzimas envolvidas ao estresse, promoc¢ado de crescimento radicular e aumento da captacédo
e retencdo de agua no interior do tecido vegetal (Cardoso & Andreote, 2016). Como
bioprotetoras de plantas, as RPCPs, quando presentes nas raizes, atuam como eliciadores
através de moléculas constituintes das celulas bacterianas por elas sintetizadas. Esses
eliciadores agem como sinais mediados pelo acido jasmonico (AJ) e ET, onde acionam genes
codificadores de compostos de defesa, responsaveis pela producdo de antibidticos e
substancia com acgéo antifingica, havendo assim, a inducdo de resisténcia sistémica (Van
Loon, 2007).
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2.6 MECANISMOS DE ACAOQ DAS RIZOBACTERIAS

2.6.1 Fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico

As rizobactérias, em grande parte, possuem a capacidade de capturar nitrogénio
e integra-lo na planta atraves da fixacdo biologica de nitrogénio (Attitalla, 2012). O
nitrogénio € o nutriente mais militante para o crescimento e produtividade das plantas e em
quantidades ideais e na forma disponivel, aumenta a resisténcia da planta ao ataque de
patdgenos, além de auxiliar no crescimento e aumento produtivo. Embora presente em
abundancia na atmosfera (78%) na forma de N2, ndo se encontra prontamente disponivel
para as plantas uma vez que a ligacdo tripla e covalente desta molécula ndo pode ser rompida
pelas plantas (Hungria, 2011). A fixacéo é feita através da enzima nitrogenase, presente em
grupos especificos de rizobactérias, que assimilam o nitrogénio atmosférico (N2), rompendo
a tripla ligacdo em sua molécula e convertendo em amoénia, forma em que as plantas
conseguem assimilar (Biswas & Gresshoff, 2014).

A fixacdo de nitrogénio feito pelas rizobactérias auxiliam no atraso do processo
de senescéncia das folhas, muito comum em condig¢des de déficit hidrico, promovendo o
acumulo de ions de potassio e induzindo a producéo de citocinina, que inibem a senescéncia,
além do acimulo de acgucares e aminoacidos que auxiliam na sobrevivéncia das plantas
durante estresse (Staudinger et al., 2016). Plantas em simbiose com rizobactérias fixadoras
de nitrogénio se recuperam do déficit hidrico mais rapidamente, resultado das mudancas na
particdo de carbono do amido para os acucares e, portanto, da alocacdo aprimorada de
reservas para osmalitos durante a seca, permitindo permanecer verde com a capacidade de
recuperacdo rapida apos a reidratacdo (Staudinger et al., 2016). Dentre as principais bactérias
fixadoras de nitrogénio encontram-se as dos géneros Rhizobium, Azospirillum, Azobacter,

Gluconoacetobacter entre outros (Franche et al., 2009).

2.6.2 Caracteristicas bioquimicas

2.6.2.1 Producéo de AIA

O é&cido indolacético (AlA), a mais abundante e ativa molécula de auxinas em
sistemas bioldgicos, ¢ um dos hormdnios produzido por cerca de 80% das rizobacteérias e
estd envolvido na regulacéo do crescimento das plantas, responsavel pela divisdo celular em

brotacdes, dominancia apical e ramificacdo radicular (Kende & Zeevart, 1997; Bianco et al.,
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2006). Rizobactérias produtoras de AIA sdo altamente promissoras na promocao de
crescimento de plantas, estimulando o desenvolvimento radicular por meio do aumento da
absorcéo de nutrientes essenciais, resultando no maior desenvolvimento de parte aérea e

conseguinte aumento na taxa fotossintética (Lambrecht et al., 2000).

2.6.2.2 Solubilizacdo de fosforo

O fosforo é o segundo nutriente mais limitante ao crescimento das plantas e
microrganismos, sendo um componente estrutural de muitas coenzimas, fosfo-proteinas,
fosfolipideos, do DNA de todos 0s organismos vivos e é responsavel por varios processos
fisioldgicos das plantas, especialmente a fotossintese, metabolismo do carbono e formacéo
da membrana (Baby et al., 2016). No solo, a maior parte de fésforo, cerca de 95-99%, esta
retido na forma precipitada ou adsorvida com ions de ferro, calcio e aluminio, acumulado na
forma de fosfato insolivel ndo disponivel para as plantas (Ahemad & Kibret, 2014;
Teymouri et al., 2016), que absorvem o fosforo na solucdo do solo apenas nas formas de
ions monobasicos (H2PO4) e dibasico (HPO4*) (Gupta et al., 2013; Teymouri et al., 2016).

A necessidade requerida de fosforo pelas plantas, em estadios iniciais, sdo
pequenas, aumentando com o desenvolvimento da planta, respondendo a limitacdo de
fosforo estendendo as raizes secundérias, de modo a alcancar sitios mais distantes em busca
do elemento ou exsudando &acidos organicos (Fabianska et al., 2019; Williamson et al.,
2001). Para suprir deficiéncia de fosforo nos solos, sédo realizadas aplicacGes frequentes e
elevadas de fertilizantes fosfatados em campos agricolas. A aplicacdo regular de fertilizantes
de fosfato é dispendioso bem como ambientalmente indesejavel. A importancia do uso
rizobacteérias solubilizadoras de fosfato, vai além do fato de contribuir para o crescimento
das plantas, atuando também na reducdo da necessidade do uso de fertilizantes
manufaturados (Castro et al., 2018).

Os microrganismos do solo, em especial as rizobactérias, possuem papel
fundamental na solubilizac&o de fosfato inorgénico, apresentando-se como alternativa ao uso
de fertilizantes fosfatados quimicos, fornecendo uma alternativa viavel do aproveitamento
do fosforo insolivel presente no solo (Awais et al., 2017). Atraves da alteracdo do pH em
seu meio, as rizobacterias produzem enzimas fosfatases capazes de hidrolisar os compostos
insoldveis de fosfato, tornando-os disponiveis as plantas (Saber et al., 2009). A producdo de
acidos e enzimas fosfatases por rizobactérias, principalmente fosfatases acidas, sdo as

responsaveis por solubilizar as formas precipitadas de fosforo atuando como fontes de

35



prétons ou na quelacdo do elemento acompanhante do ion fosfato (Marra et al., 2012). Entre
0S géneros bacterianos que séo conhecidos por terem esta capacidade, estdo: Agrobacterium,
Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia
(Bhattacharyya & Jha, 2012; Castro et al., 2014; Gupta et al., 2013; Gupta et al., 2015;
Verma et al., 2001).

2.6.2.3 Sintese de sideroforos

O ferro é um nutriente essencial para todos organismos vivos, contudo, é
relativamente insoltvel na solucdo do solo (Siddiqui, 2005). Dentre suas funcdes esta a
formacdo de biofilme microbiano, regulando a motilidade superficial de microrganismos,
além de participar de processos metabdlicos, como na cadeia de transporte de elétrons, na
fosforilacdo e na fotossintese (Cai et al., 2010). Para competir por esse elemento limitante,
as rizobactérias sintetizam siderdforos, moléculas organicas de baixo peso molecular que se
ligam por alta afinidade com Fe*3, que por acdo quelante captura o ferro insolGvel, reduzindo
a Fe?*, ficando disponivel para a absorcao, e através de receptores especificos de sideréforos
presentes na membrana celular, move-se para o interior da célula (Ahmed & Holmstrom,
2014).

2.6.2.4 Enzima ACC deaminase

O etileno € uma molécula organica produzida por plantas e atua como regulador
de crescimento, quando em baixas concentracdes (Glick, 2005). Em condicGes de estresse,
seja ocasionado pelo ataque de fitopatdgenos ou por condi¢BGes adversas do ambiente, a
sintese de etileno, pelas plantas, é aprimorada, e seus niveis acima do valor limite retarda o
crescimento das plantas, afetando o desenvolvimento radicular, inibindo a germinacdo de
sementes e causando senescéncia. Algumas rizobactérias, pela producdo da enzima ACC
deaminase, consegue clivar o composto de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC),
precursor imediato do etileno, diminuindo assim os niveis de etileno na planta, por sua vez,
promovendo o crescimento (Glick, 2014). Niveis reduzidos de etileno foram constatados em
plantas de pimenta inoculadas com Bacillus licheniformis (Lim & Kim, 2013). Folhas e
raizes de plantas de feijdo, sob déficit hidrico, apresentaram baixos niveis de emissdo de

etileno quando inoculadas com rizobactérias produtoras de ACC deaminase, melhorando o
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comprimento e biomassa das raizes e parte aérea e por conseguinte, seu desempenho (Saleem
etal., 2018).

2.6.2.5 Formacao de biofilme

O biofilme pode ser definido como uma comunidade microbiana altamente
aderentes entre si ou a uma superficie, sendo composta por carboidratos extracelulares,
proteinas, expolissacarideos e até mesmo DNA (Branda et al., 2005). As rizobactérias sao
conhecidas por formarem biofilme, que auxiliam na sobrevivéncia a varias condicdes de
estresse (Parsek & Fuqua, 2004), como resisténcia a antibidticos, protecdo contra
fitopatdgenos, protecdo contra dessecacdo e agentes estressantes antimicrobianos (Monier
& Lindow, 2003).

Muitos autores relatam a formacédo de biofilme por bactérias, incluindo as dos
géneros Bacillus e Pseudomonas. Kavamura et al. (2013) observou a producdo de biofilme
em condicBes estressantes por bactérias do género Bacillus, isolado de cactaceas de
semiarido brasileiro. Outros géneros como Paenibacillus também sdo capazes de colonizar
raizes de plantas e formar biofilme (Timmusk, 2005).

Durante o crescimento vegetal o biofilme pode auxiliar na colonizagéo radicular
(Ramey et al., 2004), proteger as células da privacdo de nutrientes, fagocitose e alteracdes
de pH e também, através da secrecdo de substancias polissacaridicas, pode conferir
estabilidade as plantas em condi¢es militantes de agua (Kasim et al., 2016). Os
exopolissacarideos formadores de biofilmes sdo altamente hidratados e conseguem reter
agua no interior de suas moléculas (Flemming et al., 2000) conferindo-lhes caracteristica
hidrofilica, e assim, com maior capacidade de absorcéo e retencéo de dgua, que ao habitarem
a regido da rizosfera das plantas, consegue proteger as raizes da dureza de secagem do solo
(Rolli et al., 2014; Rossi et al., 2012).

2.6.3 Efeitos diretos

Plantas sob déficit hidrico e tratadas com rizobactérias apresentam uma
arquitetura remodelada do sistema radicular, com extremidades das raizes mais alongadas,
assim como maior producdo de raizes adventicias, resultando no aumento de area de
superficie (Vacheron et al., 2013; Bresson et al., 2014) aumentando finalmente a condutancia
hidraulica e de nutrientes durante o estresse (Dimpka et al., 2009). Plantas de Lavandula

inoculadas com B. thuringiensis obteve aumento nas concentragdes de AIA e apresentou

37



maior tolerancia a seca, restaurando varios processos fisiolégicos e metabdlicos da planta
hospedeira (Armada et al., 2014). Khan et al (2016) em seu trabalho, ao inocular cepas de
microrganismos endofitos, dentre elas bactérias do género Burkholdeira e Pseudomonas, em
plantas de algoddo americano sob déficit hidrico, observou incremento de 28% na biomassa
total (raizes e parte aérea) em relacdo ao controle. Os autores atribuiram esse resultado a
maior producdo de hormdnios vegetais, como auxinas, resultante da inoculagcdo dos
microrganismos que proporcionaram maior crescimento vegetal assim como incremento no
numero e tamanho de raizes permitindo maior alcance para absorcao de agua e nutrientes.

A inoculacdo com diferentes estirpes de RPCPs promoveram significativamente
o crescimento de plantas de milho, aumentando a biomassa da raiz (50-68 %) e da parte
aérea (25-54 %) além de aumentar as concentracfes de N e P, sendo a promoc¢édo de
crescimento atribuida a producéo de acido indol-3-acetico (AlA) e solubilizacdo de fosfato
pelas rizobactérias (Arruda et al., 2013). Em plantas de feijdo tratadas com dois isolados de
PGPR (Bacillus pummilus e Bacillus mycoides) observou aumento da fotossintese, da
eficiéncia do uso de agua, da concentracdo de clorofilas e aumento na producdo de
aproximadamente 30%, nesse caso a promoc¢ado do crescimento foi justificada pela producgéo
de AIA, sideréforos e solubilizagdo de fosfato (Stefan et al., 2013).

Em plantas de arroz, os trabalhos também mostram resultados satisfatorios. Na
promocdo de crescimento, foi constado, usando sete isolados de RPCPs, respostas positivas
em todos os tratamentos para todos os parametros avaliados: germinacdo, indice de vigor,
altura da planta, peso fresco e peso seco, assim como aumentando a prote¢do contra
Xanthomonas oryzae em até 68%, promovendo nas plantas de arroz o acimulo de enzimas
relacionadas a defesa, como fenilalanina amonia-liase, polifenol- oxidade e peroxidase
(Chithrashree et al., 2011). Em estudo realizado em casa de vegetacdo, foram obtidos
aumento em até 65% no acumulo de biomassa e 90% na reducdo da severidade da brusone
nas folhas, com o uso dos isolados de Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. (Filippi et al.,
2011).

Avaliando isolados de bactérias obtidas a partir de amostras de rizosfera de
tomate, Karpagam & Nagalaksh (2014) relataram a capacidade de solubilizar fésforo por 37
isolados, dentre os quais encontravam-se do género Pseudomonas e Bacillus. Lemos (2009)
encontrou Burkholdeira sp. como mais eficiente, apresentando o maior indice de
solubilizacdo, igual a 3,83, e ainda com aumento na producéo e qualidade de gréos de arroz

quando testadas em casa de vegetacdo. Duran et al. (2016) inoculando Bacillus sp. e
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Klebsiella sp. em alface, constataram maiores teores de fosforo e potassio e maior teor de
biomassa em plantas inoculadas quando comparas as nao inoculadas.

Em testes in vitro feitos por Chauhan et al. (2015) com isolados de bactérias
isoladas de colmos de cana-de-acucar, relataram a presenca de quatro linhagens do género
Pseudomonas e Bacillus solubilizando fosfato, e quando avaliadas em experimentos em
campo, afetaram positivamente o desenvolvimento vegetal com um aumento da germinagéo
(55%), numero de colmos (20%), altura (18%), circunferéncia e peso de colmos (8 e 51%,
respectivamente), produtividade (39%) e a porcentagem de acucares disponiveis (6%),

quando comparados ao controle.

2.6.4 Efeitos indiretos

O efeito indireto das rizobactérias se da pelo antagonismo contra fitopatdgenos.
O controle biolégico vem ganhando espaco no sistema agricola e pode ser inserido no
manejo integrado a fim de reduzir danos produtivos e ambientais. Controle bioldgico é
definido por Cook & Baker (1983) como sendo uso de microrganismos vivos atuando de
forma direta no antagonismo a outros microrganismos fitopatogénicos, reduzindo a
densidade de indculo. Varios mecanismos sdo usados pelos organismos para exercer o
controle bioldgico, sendo os mais estudados: competicdo, antibiose, hiperparasitismo,
resisténcia induzida e hipoviruléncia (Mizubuti & Maffia, 2006).

O hiperparasitismo € 0 mecanismo com maior sucesso, tendo em vista que o
hiperparasita, por viver as custas do patdgeno, vivem nas mesmas condi¢cbes ambientais e
dependem das mesmas condig¢des do organismo parasitado. Como principal e mais estudado
organismo com mecanismo hiperparasita, cita-se o Trichoderma. J& a antibiose, um
mecanismo também de sucesso no controle bioldgico, consiste na producdo, por parte do
microrganismo, de compostos tdxicos, como antibidtico, para o patdgeno, inibindo assim
seu desenvolvimento (Mizubuti & Maffia, 2006).

2.6.4.1 Inducéo de resisténcia

Inducdo de resisténcia € definida como ativacdo de mecanismos da planta contra
0 ataque de patdgenos a fim de atrasar ou evitar sua entrada nos tecidos da planta (Pascholati
& Leite, 2005). Em resposta a ao ataque de patdgenos a planta expressa mecanismos de
defesa que atuam de forma dindmica e coordenada, podendo ser bioguimicos e estruturais

ambos preé (ja formados na planta antes do ataque de patdgenos) e/ou pos-formados (ausentes

39



ou presentes em baixos niveis antes da infeccdo). Os mecanismos estruturais consistem em
barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizagdo do patdgeno, enquanto que 0s mecanismos
bioquimicos englobam substancias capazes de atrasar ou inibir o seu desenvolvimento
(Schwan-Estrada et al., 2008).

A inducéo de resisténcia oferece a planta a capacidade de resistir ao ataque de
agentes bidticos e abioticos, podendo essa resisténcia perdurar por longos periodos por meio
da ativacdo dos mecanismos de defesa da propria planta. Estas defesas podem ser ativadas
pelo tratamento com agente bidticos e abioticos, de natureza inorgénica, organica ou
sintética. Os agentes capazes de ativar o sistema de defesa nas plantas, sdo chamados de
elicitores, atuando como indutores de resisténcia, descritas como resisténcia sistémica
adquirida (RSA) e resisténcia sistémica induzida (RSI) (Sticher et al., 1997).

Os genes de resisténcia estdo associados ao incremento do acido salicilico (AS),
acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) (Feys & Parker, 2000; Jalali et al., 2006). A RSA esta
associada ao AS e ao acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas RP) e €
induzida por patdgenos e também pelo tratamento de diversas substancias como o
acibenzolar-S-metil (ASM), um analogo do AS (Buonaurio et al., 2009; Shoresh et al.,
2010). A RSI ¢ induzida por microrganismos benéficos, como as rizobactérias e agentes
biolégicos como Trichoderma spp. (Van der Ent et al., 2009) e independe do AS e proteinas
PR, dependente, nesse caso, do aumento de AJ e ET. Apesar de serem mediadas e
dependentes de agentes diferentes, a interacdo e interdependéncia entre elas ja foi
demonstrada (Pieterse et al., 2005).

As plantas possuem, na superficie celular, receptores de reconhecimento de
sinais capazes de reconhecer presenca de microrganismos/elicitores, sejam eles de origem
patogénica ou ndo (Van der Ent et al., 2009; Faulkner & Robatzek, 2012). Quando o
reconhecimento é feito pelo ataque de patdgenos, da-se 0 nome de padrGes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) e por microrganismos benéficos (MAMPS) (Schwessinger
& Zipfel, 2008), enquanto que injurias provocados por danos, sejam eles bioticos, como
como peptideos de plantas ou fragmentos da parede celular produzidos durante o ataque de
patdgenos, ou abidticos, como danos causados por estresses ambientais, sdo chamados de
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (Monaghan & Zipfel, 2012). PAMPs e
MAMPs ativam os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) nas plantas desencadeando
mudancas fisiologicas em resposta a este estimulo, levando a reprogramagdo massiva na

transcri¢do de genes, resultando numa imunidade ativada (Boller & Felix, 2009). Quando os
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MAMPs séo produzidos por microrganismos benéficos ativando os PRRs, é chamado de
imunidade ativada por MAMPs (Bakker et al., 2007).

As proteinas RP s@o um dos compostos de resposta de defesa formados pelas
plantas, sendo os mais conhecidos as quitinases e $-1,3-glucanases, relatadas principalmente
por inibir o crescimento fungico (Van Loon & Van Strien, 1999) e encontradas em acimulo
nas plantas ap6s contato com patdgenos, tratamento com elicitores e horménios. B-1,3-
glucana € um importante componente da parede celular de muitos fungos e de forma direta,
B-1,3-glucanases agem degradando a parede celular dos fungos inibindo a infecdo e
desenvolvimento do patégeno, e de forma indireta libera fragmentos glicosidicos, tanto na
parede celular do patégeno quanto da planta, atuando como elicitores de reacdes de defesa
(Leubner-Metzger & Meins, 1999).

A fenilalanina amonia-liase (PAL) é uma enzima do metabolismo secundario,
também produzida em resposta de defesa da planta, responsavel pela hidrolise da L-
fenilalanina, transformando-a em &cido trans-cinamico. Ela catalisa o primeiro passo da via
fenilpropanoide, levando a producdo de compostos fendlicos, incluindo fitoalexinas,
conduzindo uma melhor defesa das plantas contra a infeccdo (Shoresh et al., 2010). As
fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, produzidos pela planta em
resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos (Cavalcanti et al., 2005). J& as
peroxidases (POD) sdo glicoproteinas capazes de catalisar a producdo de peroxido de
hidrogénio (H20>), atuam sobre as espécies reativas de oxigénio (ERO) de modo a livrar a
célula de seu efeito deletério e sdo responsaveis também pela biossintese do etileno e da
lignina, originada a partir da oxidagdo e polimerizagdo de alcool hidroxicindmico em
presenca de H202, oxidacdo do AlA e oxidacdo de compostos fendlicos, que se acumulam
em respostas de defesa (Pascholati et al., 2008). Sua aderéncia na parede celular durante o
processo de lignificacdo, pode impedir o desenvolvimento dos fungos nos tecidos vegetais
por estabelecer barreira mecanica a entrada do patégeno (Pascholati et al., 2008).

No processo de interagdo dos microrganismos patogénicos com a planta, ocorre
0 estabelecimento da compatibilidade (susceptibilidade) ou incompatibilidade (resisténcia)
(Heil & Bostock, 2002), que por sua vez desencadeia uma série de respostas de defesa na
planta. Imerso na membrana plasmatica ou no interior da célula encontram-se receptores,
geralmente de origem proteica, responsaveis por mediar a percepcdo de sinais advinda do
elicitor e transmitindo-os para o interior da célula a fim de ativar o sistema de defesa da

planta, causando alteragcGes no metabolismo celular, como ativacéo de proteinas G, aumento
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do fluxo de ions através da membrana plasmatica, atividades de quinases e fosfatases e a
producdo de mensageiros secundarios (Figura 2) (Leite et al., 1997; Cavalcanti et al., 2005).

Em contato com o receptor, a proteina G é ativada atraves da troca de guanina
difosfato (GDP) por guanina trifosfato (GTP), interagindo assim com outras proteinas da
membrana plasmatica, como as que funcionam como canais de ions, fosfolipases e
fosfodiesterases, fazendo entdo a difusdo do sinal, induzindo a atividade de proteinas
intracelulares especificas (Cavalcanti et al., 2005). O fluxo de ions é estimulado e ocorre a
entrada dos ions H* e Ca?* e asaida de K*e Cl-. A entrada de Ca?* ativa as reacdes oxidativas,
podendo agir diretamente na defesa ou sinalizar outras reacdes de defesa (Dixon et al., 1994).

A fosforilagdo de proteinas citoplasmaticas por quinases leva ao estimulo de uma
oxidase de membrana, a NADPH oxidase, envolvida na geracdo do ion superéxido (O2),
desencadeando o processo conhecido como explosdo oxidativa e conseguinte producédo de
EROs, como Oz, H:0,, radical hidroxil (OH) e 02 (Leite et al., 1997). EROs s&o
produzidas no caminho metabolico de transformacdo do oxigénio moléculas (O.) a agua
(H20) (Mehdy et al., 1996). A primeira reacdo se da pela conversdo de Oz ao anion Oy
através da adicdo de um elétron, mediado por peroxidases ou NADPH oxidases associadas
a membrana (Doke et a., 1996). O Oz sofre oxido-reducdo ou dismutase e regenera Oz e
H20,, sendo o H2O2 podendo ser reduzido a OHou convertido a H20 e O pela acéo da
catalase (Heiser & Osswald, 2008).

EROs podem atuar diretamente sobre o patdégeno devido sua alta toxidade,
inibindo seu desenvolvimento e indiretamente, fortalecendo a parede celular por favorecer a
formagdo de ligagdes cruzadas com proteinas estruturais, servindo de barreira mecénica e
impedindo ou dificultando a penetracdo do patégeno (Doke et al., 1996). Ainda, a exploséo
oxidativa esta envolvida em um dos principais eventos da resposta de defesa da planta, a
reacao de hipersensibilidade (RH). RH é caracterizada pela morte programa das células em
torno de um infeccédo atuando na inibicdo de desenvolvimento de patégenos biotréficos, pois
restringe 0 acesso a agua e nutrientes, pela permanéncia de uma pequena quantidade de
tecido vegetal morto no local do ataque do patdgeno, ndo afetando o restante da planta
(Glazebrook, 2005; Taiz & Zeiger, 2004).
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2.7 O Si NA MITIGAGAO DE DOENGAS E DEFICIT HIDRICO

O Si é o segundo elemento mineral mais abundante na crosta terrestre, estando
logo apo6s o oxigénio, desempenhando papel importante no alivio de estresses bioticos e
abioticos, intensificando a protecdo da planta (Epstein, 1999). Os solos brasileiros, devido
ao alto grau de intemperismo, apresentam média de 5 a 40% de Si em suas composic¢des (Ma
etal., 2001), sendo a forma mais abundante o 6xido de Si (SiOz), e em solos tropicais, devido
a intemperizacdo, é encontrado na forma de opala e quartzo (SiO2.nH20), sendo essa forma
indisponivel as plantas (Cai et al., 2009).

Nas plantas, o Si estd relacionado a maior resisténcia ao acamamento e
diminuicdo do ataque a patdgenos decorrente na maior lignificacdo e silicificacdo das células
epidérmicas, aléem de conferir maior grau de resisténcia a estresse bidtico e abidtico,
diminuicdo da taxa de evapotranspiracdo em situacdes de déficit hidrico (Balakhnina, 2013;
Bakhat et al., 2018; Epsteim e Bloom, 2005; Malavolta, 2006; Zanetti et al., 2016), além de
estar associado, indiretamente, ao aumento no teor de clorofila e da capacidade
fotossintética, a reducdo na transpiracdo e aumento na absorcao de nutrientes (Avila et al.,
2010; Gunes et al., 2007). Apesar de encontrar-se onipresente nas plantas, algumas sdo
consideradas acumuladoras de Si, acumulando concentragdes maiores que 1% de seu peso
seco, tendo monocotiledéneas, como arroz e cana-de-acucar, acumulando até 5% (100 a 150
g kg de Si) por possuirem transportadores de Si mais especializados, enquanto que outras
sdo consideradas ndo acumuladoras, acumulando teores abaixo de 0,5% (concentragdes
abaixo de 5 g kg de Si) , como feijdo e soja (Ma et al., 2001). Em arroz, o Si é usado como
fertilizante para aumento de producdo, atuando como indutor de resisténcia de patdgenos,
bem como auxilio na tolerancia a altas concentracfes de metais toxicos prejudiciais a planta
e ambiente (Cai et al., 2009).

O transporte de Si é um processo complexo caracterizado pela seletividade de
transporte e acimulo em tecidos especificos, fazendo com que sua absorcdo seja diferente
entre espécies e gendtipos (Pontigo et al., 2015). Sua absor¢do ocorre de forma passiva ou
ativa, com a forma ativa feita por proteinas de membrana sintetizadas através de gene
especifico (Ma & Takahashi, 2002) podendo ser absorvida pela planta ao longo de todo seu
ciclo, tendo em vista que ndo segue um gradiente de concentracdo. No arroz, o transporte de
Si acontece mediante sinalizacdo dos genes Lsil, Lsi2 e Lsi6, responsaveis pelo aumento da
capacidade das raizes laterais em absorver o nutriente presente na solucdo do solo e

translocar até a parte aérea (Ma & Yamaji, 2006). O Si € absorvido pelas raizes a partir da
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solug&o do solo sob a forma de &cido monossilicico (H4SiOs4) e translocado para a parte aérea
via fluxo de transpiracdo (Hernandez-Apaolaza, 2014). O gene Lsil concentra sua acdo na
exoderme e endoderme das raizes e é responsavel pelo influxo de silicio do solo para as
células das raizes, enquanto que o gene Lsi2 é responsavel pelo efluxo de é&cido
monossilicico entre as células vegetais, guiando o nutriente pelo gradiente de concentracao
até a parte aérea da planta (Ma et al., 2007). Ent&o, o gene Lsi6, localizado nas folhas, realiza
o transporte de silicio do xilema para as células das folhas onde é feito a deposi¢éo e acumulo
de silico na regido epiderme (Yamaji et al., 2008). As particulas de silica crescem até um
tamanho de cerca de 1 a 3 nm e sdo carregadas negativamente de tal forma que elas possam
interagir com o ambiente local das paredes celulares das plantas. A maioria do Si absorvido
é acumulado nas folhas mais velhas e uma vez que este é depositado, € imobilizado e néo é
redistribuido para os tecidos em crescimento, devido a baixa mobilidade pelo floema
(Epstein, 1999). Além disso, Si atua como uma barreira fisica ap6s ser depositado sob a
cuticula, resultando em uma dupla camada de cuticula-Si na epiderme foliar (Crusciol et al.,
2013). Esta dupla camada de cuticula-Si impede ou retarda a penetracdo do patdgeno,
prolongando assim a incubacao e periodos latentes, o que reduz a gravidade da doenca em
muitas espécies de plantas (Berni & Prabhu, 2003). Por outro lado, a maior rigidez da
cuticula aumenta a capacidade de retencdo e resisténcia a perda de agua pelo vegetal,
melhorando seu gerenciamento hidrico. Quando a planta recebe o Si, comec¢a a formar
cadeias mais pesadas de acido polissilicico, ocorrendo a polimerizacdo, diminuindo a
flexibilidade das paredes dos estdbmatos e ocasionando seu fechamento, ocorrendo a
diminuicdo da transpiracdo e a perda de agua (Luz et al., 2006; Taiz et al., 2015).

Estudos demonstram a eficdcia do Si atuando na defesa da planta contra
patdgenos, diminuindo a severidade de doencas por apresentar maior atividade das enzimas
protetoras. Um exemplo notavel é o patossistema arroz-M. oryzae, em que 0 aumento da
resisténcia tem sido associado a densidade das células na presenca de Si, na epiderme das
folhas, as quais funcionam como uma barreira fisica para evitar a penetracdo do fungo
(Datnofft et al., 2007). Plantas de arroz adubadas com Si e posteriormente desafiadas por M.
oryzae aumentaram significativamente as atividades das enzimas relacionadas a defesa,
incluindo POD), polifenol oxidase (PPO) e PAL, assim como a concentracao de Si e lignina,
com consequente reducdo na incidéncia da brusone (Cai et al., 2008). Cortés et al. (2015)
em experimentos em casa de vegetacdo com plantas de arroz, testou adubag&o com diferentes

dosagens de Si (0, 1, 2, 4 e 8 ton SiCaMg.ha?), combinadas com diferentes bioagentes
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(controle; Burkholderia pyrrocinia; Pseudomonas fluorescens; Trichoderma asperellum;
mistura dos trés bioagentes, onde constatou efeito positivo na integragdo de ambos,
concluindo que a melhor dosagem de Si foi de 2 ton ha* combinado com os trés bioagentes,
suprindo a brusone foliar em até 96%. Do mesmo modo Sousa et al. (2017) avaliou adubacéo
com Si em plantas de arroz nas mesmas dosagens, combinado com diferentes bioagentes
(Pseudomonas fluorescens, Burkholderia pyrrocinia - separadas e em mistura e um pool de
Trichoderma asperellum) constatou que a dosagem de 2 ton ha* combinado com pool de T.
asperellum ou com a mistura de bactérias suprimiu em até 99% a severidade de brusone
foliar, aumentando ainda taxa fotossintética, pigmentos cloroplastidicos, eficiéncia do uso

da agua e acucar soluvel total.
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3 OBJETIVO GERAL
Selecionar isolados de rizobactérias resistentes a diferentes potenciais osmaticos
e capazes de atenuar os efeitos causados por déficit hidrico e M. oryzae em plantas de arroz

de terras altas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Quantificar a producdo de enzimas extracelulares por isolados de
rizobactérias.

if) Quantificar a capacidade de rizobactérias em solubilizar fosfato insolavel.

iii) Quantificar a producéo de biofilme pelas rizobactérias.

iv) Quantificar a producdo de AIA pelas rizobactérias.

v) Quantificar a producéo de siderdforos pelas rizobactérias.

vi) Quantificar a producdo da enzima ACC deaminase pelas rizobactérias.

vii) Selecionar isolados de rizobactérias resistentes a pressdo osmética induzida
por PEG-6000 na presenca de acido monossilicico.

viii) Determinar o numero de células viaveis de rizobactérias resistentes ao
potencial osmético crescidas em diferentes potenciais osméticos na presenca de acido
monossilicico.

ix) Avaliar o desenvolvimento das raizes das plantulas de arroz in vitro, em
condicdes de diferentes potenciais osméticos induzidos por PEG-6000, na presenca de acido
monossilicico e inoculadas com rizobactérias resistentes ao potencial osmotico.

x) Determinar o antagonismo in vitro entre rizobactérias resistentes ao potencial
osmatico e M. oryzae na presenca de acido monossilicico e PEG-6000.

xi) Determinar o potencial dos isolados de RPCPs e do &cido monossilicico em
mitigar danos causados pelo déficit hidrico e brusone em plantas de arroz de terras altas, em

casa de vegetacao.
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4 HIPOTESES

As rizobactérias sdo produtoras de enzimas extracelulares, fitormdénios,
biofilme, sider6foros, ACC deaminase, solubilizadoras de fésforo, que lhes conferem
mecanismos para crescimento sob diferentes condi¢Bes de potenciais osmoticos induzido
por polietilenoglicol e na presenca de acido monossilicico.

As rizobactérias sdo antagonistas a M. oryzae em condi¢bes de deficiéncia
hidrica induzida e na presenca de acido monossilicico.

Raizes de plantulas de arroz, crescidas em condicGes de diferentes pressdes
osmaticas, na presenca de &cido monossilicico combinado com rizobactéria desenvolvem-
se melhor.

Rizobactérias resistentes aos potenciais osmoticos continuam antagonista a M.
oryzae e sdo capazes de mitigar o déficit hidrico e a brusone foliar em plantas de arroz de
terras altas em condicdes de casa de vegetagéo.
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5 MATERIAL E METODOS

Nove isolados de rizobactérias obtidos dos campos de arroz de terras altas e
constituintes da Colecdo de Microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo, foram usadas para
conducdo dos experimentos, sendo Bacillus cereus (BRM 32109), Bacillus thuringiensis
(BRM 32110), Pseudomonas fluorescens (BRM 32111), Pseudomonas sp. (BRM 32112),
Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113), dois isolados de Serratia sp. (BRM 32114 e BRM
63522), dois isolados de Serratia marcescens (BRM 63521 e BRM 63523). Os cultivos dos
isolados para obtencdo de suspensdes bacterianas foram feitos em meio caldo nutriente (13
g L) por 48 h a 28 °C sob agitacéo constante de 150 rpm, e ajustadas em espectrofotdmetro
a uma absorbancia de 0,5 em comprimento de onda de 540 nm, correspondendo a

concentracéo de 1x108 UFC mL™.

5.1 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS RIZOBACTERIAS

5.1.1 Producao de enzimas extracelulares

Cinco microlitros de cada suspensdo bacteriana foram transferidas para centro
de placas de Petri contendo meio especifico para deteccdo das enzimas estudadas,
identificadas pela formacao de halos Os diametros dos halos (DH) e das colénias (DC) foram
mensurados e determinado o Indice enzimatico (IE) = Diametro do halo (DH) / Didmetro da
colonia (DC). Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente

casualizado, com dez tratamentos (isolados bacterianos + controle) e trés repetigdes.

5.1.1.1 Amilase

Cultivou-se os isolados bacterianos em meio Glucose Yeast Extract Peptone Agar (GYP)
(glicose - 1g, extrato de levedura - 0,1g, peptona - 0,5 g, agar - 169, agua destilada -1 L; pH
6,0) suplementado com 0,2% de amido soluvel. As placas foram incubadas a 28 °C por cinco
dias e foram, entdo, inundadas com 1% de iodo em 2% de iodeto de potassio e deixadas em
repouso por uma hora. Para a deteccdo da atividade amilase foi avaliada a formacéo ou nao
de halo ao redor da colénia (Hankin & Anagnostakis, 1975; Sunitha et al., 2013).
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5.1.1.2 Celulase

Cultivou-se os isolados bacterianos em meio Glucose Yeast Extract Peptone
Agar (GYP) (glicose - 1g, extrato de levedura - 0,1g, peptona - 0,5 g, 4gar - 16g, 4gua
destilada -1 L; pH 6,0) suplementado com 0,5% de carboxy-methylcelulose. As placas foram
incubadas a 28 °C por cinco dias e foram, entdo, inundadas com solugédo aquosa Vermelho
de Congo 0,2% e descoradas com 1M de NaCl (58,44 g L) por 15 minutos. Para a detecgio
da atividade celulase foi avaliada a formacdo ou nédo de halo ao redor da colonia (Hankin &
Anagnostakis, 1975; Sunitha et al., 2013).

5.1.1.3 Lipase

Cultivou-se os isolados bacterianos em Peptona Agar (peptona - 10g, NaCl - 5g,
CaCl,.2H20 - 0,1¢, &gar - 16g, agua destilada-1 L; pH 6,0) suplementado com Tween 20
esterilizado separadamente e adicionado 1% ao meio. As placas foram incubadas a 28 °C
por cinco dias e para a deteccdo da atividade lipase foi avaliada a formacéo ou ndo de cristais
de célcio do &cido laurico liberado pela enzima, formando um precipitado ao redor da col6nia
(Hankin & Anagnostakis, 1975; Sunitha et al., 2013).

5.1.1.4 Pectinase

Cultivou-se os isolados bacterianos em meio Pectina Agar (Pectina - 5g, extrato
de levedura - 1g, agar - 15g, dgua destilada — 1 L, pH 5,0). As placas foram incubadas a 28
°C por cinco dias e foram, entdo, inundadas com solucdo a 1% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio, por uma hora. Para a detec¢do da atividade pectinase foi avaliada
a formacdo ou néo de halo ao redor da colonia (Hankin & Anagnostakis, 1975; Sunitha et
al., 2013).

5.1.1.5 Protease

Cultivou-se os isolados bacterianos em meio Glucose Yeast Extract Peptone
Agar (GYP) (glicose - 1g, extrato de levedura - 0,1g, peptona - 0,5 g, &gar - 16g, 4gua
destilada -1 L; pH 6,0) suplementado com 0,4% de gelatina em solugdo aquosa, esterilizada
separadamente. As placas foram incubadas a 28 °C por cinco dias e foram, entdo, inundadas
com sulfato de amonio aquoso saturado (132,14 g L™?). Para a deteccio da atividade protease
foi avaliada a formag&o ou ndo de halo ao redor da coldnia (Hankin & Anagnostakis, 1975;
Sunitha et al., 2013).
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5.1.1.6 Quitinase

Cultivou-se os isolados bacterianos em meio descrito por Hsu & Lockwood
(1975), que apresenta a quitina como Unica fonte de carbono (quitina coloidal - 4 g; Ko2HPO4
- 0,7 ¢g; KH2PO4 - 0,3 g; MgS04.5H,0 - 0,5 g; FeSO4.7H20 - 0,01 g; ZnSO4 - 0,001 g; MnCl;
- 0,001 g; &gar - 20 g e agua deionizada - 1 L; pH 8,0). As placas séo incubadas e para a
deteccdo da atividade quitinase foi avaliada a formacao ou ndo de halo ao redor da colénia.
A quitina coloidal foi preparada pela mistura de 50 g de quitina practical grade Sigma-
Aldrich com 200 mL de HCI concentrado (70%) permanecendo sob agitacdo por 2 h. A
mistura foi, entdo, filtrada a vacuo e o filtrado descartado. A quitina em forma de coloide
retida no filtro foi lavada com 2 L de 4gua destilada gelada vérias vezes até atingir o pH 7,0.
A quitina coloidal foi seca em estufa com circulacdo de ar a 40 °C, triturada e a granulometria

padronizada com tamiz de 60 mesh (Yamaguchi, 2003).

5.1.1.7 Solubilizacdo de fosfato inorganico

De acordo Sylvester-Bradley et al. (1982) adicionou-se o fosfato insoltvel ao
meio de cultura. Foi preparado e autoclavado separadamente 100 mL de solucéo de Ko:HPO4
a 10% e 50 mL de solugéo de CaCl, a 10% adicionados a 850 mL de meio de cultivo,
formando um fino precipitado sobre a superficie do meio de cultura, correspondente ao
fosfato inorgénico (CaHPO4). O meio de cultura utilizado foi o NBRIP (glicose - 10g,
MgCI26H0 - 59, MgSOa- 0.25g, KCI - 0.2g, (NH4)2SO4- 0.1g, 4gar - 15g, 4gua destilada -
1L; pH 7,0).

Para o centro das placas de Petri contendo meio NBRIP + CaHPQ4, foram
transferidos 5 pl de suspensdes bacterianas. Para a deteccdo da solubilizacéo de fosfato foi
avaliada a formacdo ou nédo de halo ao redor da colonia. A avaliacdo foi feita dez dias,
medindo o DH. O potencial in vitro de solubilizacdo de fdésforo por rizobactérias é
proporcional ao tamanho do halo de clareamento formado ao redor da colénia, classificado
por Silva Filho e Vidor (2000) em trés classes: isolados com baixo potencial de solubilizacéo
(ISF<2) ), com médio potencial de solubilizagdo (2<ISF<3) e com alto potencial de
solubilizagdo (ISF>3).

5.1.2 Producéo de biofilme
Cultivaram-se os isolados bacterianos em meio Agar Vermelho Congo (CRA),

modificado de Freeman et al. (1989) (agar nutriente - 28 g; sacarose - 50 g; corante vermelho
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congo - 0,8 g; &gua deionizada - 1 L). As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. A
producdo de coldnias rugosas e pretas foram consideradas estirpes produtoras de biofilme,
quando acompanhadas pela mudanca da coloracao do meio adjacente para preto e as col6nias
lisas e vermelhas foram consideradas como ndo produtoras de biofilme (Freeman et al.,
1989). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dez
tratamentos (isolados bacterianos + controle sem bactéria), em triplicata.

A quantificacdo de biofilme foi feita de acordo com metodologia descrita por
Cucarellaetal. (2004), adaptada. As bacterias foram cultivadas por 24 h a 37 °C sob agitacao
constante de 150 rpm, em meio Tryptic Soy Broth (TSB). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com dez tratamentos (isolados bacterianos +
controle com meio TSB, sem bactéria), em triplicata. As suspensdes foram diluidas em agua
deionizada (1:200), suplementada com 0,25% de glicose e 200 uL de cada suspensdo foram
entdo incubadas em microplacas de ELISA, por 24 horas a 37 °C sob agitacdo constante de
150 rpm. Apds, cada um dos pogos foram lavados trés vezes com 200 uL de 0,85% de
solucdo salina estéril, incubadas em estufa a 60 °C até secagem da placa (+/- 30 minutos).
Adicionou-se, entdo, 200 pL de cristal violeta por cinco minutos. Em seguida as placas foram
lavadas com &gua destilada, e apds secas, adicionou-se 200 pL de acido acético a 33% e feito
a leitura em espectrofotdmetro a 570 nm utilizando o software Gen5. Foi considerado
bactérias produtoras de biofilme aquelas com absorbancia maior que 0,1 (Pereira & Vieira,
2001). A intensidade da producéo de slime foi escalonada: forte (> 0,3), moderada (>0,2 e
<0,3), fraca (>0,1 e <0,2) (Demo, 1996).

5.1.3 Producéo de AIA

Cultivaram-se os isolados bacterianos em meio liquido Tryptic Soy Broth (TSB)
diluido 10 vezes (0,4 g em 100 mL de &gua destilada) suplementado com 10 g L de
dextrose, 59 L de extrato de levedura e 1 g L™ de triptofano (Tang & Bonner, 1947). O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dez tratamentos
(isolados bacterianos + controle com meio TSB, sem bactéria) e trés repeti¢des. Os isolados
foram mantidos a 28 °C, sob agitagdo constante de 150 rpm, durante 24 horas, no escuro.
Apos, foram centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos e 1 mL do sobrenadante foi
misturado com 5 mL de reagente de Salkowski (Ehmann, 1977) e a mistura transferida para
pocos de microplacas de ELISA, seguido da leitura da absorbancia em 500 n utilizando o

software Genb, ap6s 30 minutos no escuro. A mudanca de cor amarela do meio para
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coloracao vermelho alaranjada indicou a producédo de AlA. A concentracdo de AIA no meio
de cultura foi determinada pela comparagdo com uma curva padréo determinada previamente
com concentracdes conhecidas do fitoregulador. De acordo com a concentracdao de AIA
detectada os isolados foram classificados em baixo produtor (< 1 pg.mL™); médio produtor
(1-10 pg.mL™Y); alto produtor (11-50 pg.mL™) e elevado produtor (> 51 pg.mL™?) (Kavamura
etal., 2013).

5.1.4 Producao de siderdforos

Cultivaram-se os isolados bacterianos, por sete dias, em meio King B (King et
al., 1954) a 28 °C e sob agitacdo constante de 150 rpm. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com dez tratamentos (isolados bacterianos +
controle com meio King B, sem bactéria), em triplicata. As suspensdes bacterianas foram
centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos e transferidos 150 pL do sobrenadante e
homogeneizados com 150 pL de solucdo cromo azurol S (CAS) em pocos de microplacas
de ELISA, em triplicata. Depois de um repouso no escuro por 30 minutos, determinou-se a
absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda 630 nm utilizando o software
Gen5 (Alexander & Zuberer, 1991).

A quantificacdo de siderdforos foi determinada pela reducédo percentual na cor
azul da solucdo, em unidades de sideréforos (SU%) comparado ao controle negativo,
calculada pela formula: SU% = [(Ar-A) / Ar] x 100, onde Ar é a absorbancia referéncia
(controle negativo) e A é a absorbancia da amostra (Payne, 1988).

5.1.5 Produgéo da enzima ACC deaminase

A estimativa de producdo de amino ciclo propano carboxilato (ACC) deaminase
foi feita utilizando o método descrito por Lucon et al. (2008). Os isolados de rizobactérias
foram crescidos em meio liquido enriquecido com ACC por 48h a 28 °C, sob agitacdo
constante. Foi utilizado um meio minimo, com adi¢do de 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) como unica fonte de N (Glick et al., 1995), com a seguinte composi¢&o:
4 g de KH2POg4; 10 mg de H3BOs; 6 g de NaoHPO4; 10 mg de MnSO4.7H20; 0,2 g de
MgS0O4.7H20; 70 mg de ZnSO4; 1 mg de FeSO4.7H20; 50 mg de CuSOs; 2 g de glicose, 10
mg de MoOg; 2 g de acido gluconico, 2 g de acido citrico, 3 mM de ACC e 1 L de agua
destilada. Foram feitas trés repeticdes para isolado e um tratamento controle (meio sem

bactéria) e o experimento conduzido em delineamento inteiramente casualizado. A avaliacao
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final foi feita pela determinagéo da absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro utilizando

o software Gen5, comparando as leituras com tratamento controle.

5.2 SELEC}AO IN VITRO DE ISOLADOS RESISTENTES AS CONDIQOES DE
DEFICIENCIA HIDRICA INDUZIDA POR POLIETILENOGLICOL NA PRESENCA DE
ACIDO MONOSSILICICO (SiO2.NH20)

As bacterias foram crescidas em meio caldo nutriente, por 48 h a 28 °C sob
agitacio constante de 150 rpm, ajustadas para concentragdo de 1x10® UFC mL:. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
nove (isolados bacterianos) x oito (concentracfes de polietilenoglicol - PEG-6000), e doze
repeticdes. O PEG-6000 é uma substancia que retém moléculas de agua, simulando potencial
osmatico. Em meio de cultura minimo liquido M9 (glicose - 10g, NH4ClI - 5g, KoHPO4 - 19,
NaCl - 59, MgSO47H.0 - 0.2g, agua destilada - 1L; pH 6,8) enriquecido com &cido
monossilicico (0,5 g L), foram adicionadas as diferentes concentrages de PEG-6000 para
simular um gradiente de potencial osmético: 0 g L™ (0 MPa); 79,8 g L (-0,1 MPa); 121,1
gLt (-0,2 MPa); 180,2 g L (-0,4 MPa); 264,2 g L (-0,8 MPa); 298,1 g L (-1,0 MPa)
e328,9gL? (-1,2 MPa), e um controle sem PEG-6000 e 4cido monossilicico.

O experimento foi conduzido em microplacas de 96 pocos. Para cada po¢o foram
transferidos 60 ul da suspensdo bacteriana e 90 pl de meio minimo M9 enriquecido com
acido monossilicico e as diferentes concentracdes de PEG 6000. As avaliacdes foram feitas
registrando-se a densidade Optica (620 nm), para determinacdo da UFC, durante 48 h,
estabelecendo uma curva de crescimento para cada tratamento. Apenas o0s dados do Gltimo

horario foram submetidos a analise estatistica.

5.3 DETERMINACAO DE CELULAS VIAVEIS

A determinacdo do nimero de células viaveis foi feita com os trés melhores
isolados (BRM 32110, BRM 32111 e BRM 63523), previamente selecionados no
experimento do item 5.2. As bactérias foram cultivadas em caldo nutriente a 28 °C,
enriquecido com &cido monossilicico (0,5 g L) e nas mesmas oito diferentes concentragtes
de PEG-6000 do ensaio 5.2 e um controle absoluto, sem PEG-6000 e acido monossilicico.
Procedeu-se entdo com dilui¢des seriadas de fator 10 em diferentes intervalos de tempo (24h,
48h, 72h e 96h). Foram adicionadas aliquotas de 0,1 mL das dilui¢cdes seriadas utilizadas e

espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalski em placas de Petri, em triplicata, contendo meio
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de cultura agar nutriente (28 g L ™). As placas foram mantidas a temperatura de 28 °C por 48
horas e o0 numero de células viaveis foi estimado pela contagem de UFC, estabelecendo uma

curva de crescimento para cada tratamento.

5.4 GERMINACAO IN VITRO DE PLANTAS DE ARROZ EM CONDICOES DE
DEFICIENCIA HIDRICA INDUZIDA POR POLIETILENOGLICOL, NA PRESENCA
DE RIZOBACTERIAS E ACIDO MONOSSILICICO (SiO2.NH20)

Sementes de arroz da cultivar BRS Esmeralda, microbiolizadas com os trés
melhores isolados (BRM 32110, BRM 32111 e BRM 63523), previamente selecionados no
experimento do item 5.2, foram testadas a germinacdo em tubos de ensaio. Para a
microbiolizacdo das sementes foram feitas suspensdes bacterianas de cada um dos isolados,
onde foram imersas sementes de arroz por 48 horas a 28 °C e sob agita¢do constante de 150
rpm. Apos este periodo, as sementes foram retiradas das suspensdes, secas a temperatura
ambiente e transferidas para os tubos. Foram usados tubos com capacidade de 100 mL e em
cada um foi vertido 40 mL de meio de cultura sélido (Phytagel - 9 g, 4gua destilada - 1 L,
pH 6,8) enriquecido com &cido monossilicico (0,5 g L™?) e adicionadas as diferentes
concentragfes de PEG-6000 para simular um gradiente de potencial osmoético, conforme
item 5.2. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com dez tratamentos (concentracdes de PEG-6000 + tratamentos controles) e seis repeticoes.
Foram feitos quatro tratamentos controles, todos sem adi¢do de PEG-6000: 1) sementes ndo
microbiolizadas na auséncia de acido monossilicico (T1); 2) sementes ndo microbiolizadas
na presenca de acido monossilicico (T2); 3) semente microbiolizada na auséncia de acido
monossilicico (T3); 4) semente microbiolizada na presenca de acido monossilicico (T4). Os
tubos com as sementes foram mantidos por 15 dias em germinador de sementes, e no final
as plantulas foram retiradas e fotografadas as raizes com camera fotografica modelo Nikon
D7200 usando as lentes Nikon 18-105 mm (zoom) e Nikon macro 60 mm. As fotos das
raizes foram processadas no programa WinRhizo Pro 2012b, estimando valores de
comprimento e area total das raizes, assim como classificadas em trés classes de diametro,
como descrito a por Bhom (1979): raizes muito finas (@ inferior a 0,5 mm), raizes finas (>

0,5 @ < 2,0 mm) e raizes grossas (& > 2,0 mm).
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55 ANTAGONISMO IN VITRO ENTRE M. oryzae E AS RIZOBACTERIAS
RESISTENTES AO POTENCIAL OSMOTICO

Teste de antagonismo in vitro foi conduzido com os trés isolados (BRM 32110,
BRM 32111 e BRM 63523), previamente selecionados no experimento do item 5.2,
utilizando o método de pareamento de culturas, conduzido em delineamento inteiramente ao
acaso, com nove tratamentos e trés repeticGes. As bactérias foram cultivadas em caldo
nutriente a 28 °C enriquecido &cido monossilicico (0,5 g L™) e com oito diferentes
concentracdes de PEG-6000, conforme item 5.2, e um controle absoluto, sem PEG-6000 e
acido monossilicico. Discos de 5 mm de didmetro de micélio de M. oryzae foram transferidos
para o centro de placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA), onde
foram distribuidos 5 pl da suspensdo bacteriana (1x108 UFC.mL™) em quatro pontos
equidistantes ao fungo, formando um quadrante, conforme descrito por Dennis & Webster
(1971). Placas contendo apenas o disco de micélio de M. oryzae foram usadas como controle
positivo. Apds sete dias de incubacdo foi medido o didmetro das col6nias do fungo.

5.6 ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

O ensaio em casa de vegetagédo foi conduzido na Embrapa Arroz e Feijdo, em
Santo Antdnio de Goiés - GO, Brasil, onde as plantas foram mantidas a uma temperatura de
34 + 2 °C durante o dia e 26 + 2 °C durante a noite com uma umidade relativa de 75 £ 5 %.
O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x
2 x 2, constituido de duas condic¢des hidricas contrastantes (irrigado e déficit hidrico), duas
diferentes inoculagdes com BRM 32111 (com e sem inoculacao) e duas diferentes adubagdes
com Si (com e sem adubacéo), com seis repeticoes.

Sementes de arroz da cultivar BRS Esmeralda, foram previamente desinfectadas
e microbiolizadas com o melhor isolado bacteriano (BRM 32111) selecionado de acordo
com resultados dos itens 6.7, 6.8, 6.9 e 6.10. A desinfeccdo foi feita por imerséo das sementes
em alcool etilico 70 % (v/v) por 1 minuto, seguido de imersédo em solucéo 2 % (v/v) de
NaClO por 3 minutos, apés, lavadas em agua deionizada e colocadas sobre papel de filtro
para secagem. Para a microbiolizacdo, o isolado bacteriano BRM 32111 foi cultivado em
caldo nutriente (13 g L) a 28 °C por 24 h sob agitacdo constante de 150 rpm e, apos,
preparado suspensdo bacteriana ajustada em espectrofotbmetro a 540 nm para a
concentragdo de 1x10® UFC mL™. Em seguida, as sementes de arroz desinfectadas foram

imersas na suspensao bacteriana e mantidas sob agitacdo constante de 150 rpm por mais 24
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horas, a 28 °C. O controle foi feito pela imersdo das sementes desinfectadas em agua
deionizada, nas mesmas condicBes. Apds este periodo, as sementes foram retiradas da
suspensdo e secas em temperatura ambiente (Filippi et al., 2011).

A semeadura foi feita em bandejas plasticas com 3 kg de solo previamente seco
ao ar livre, estabelecido sua capacidade de campo (CC) e o teor de agua foi monitorado
diariamente, através da diferenca de massa nas bandejas, mantendo-as a 100 % da CC
durante o periodo que antecedeu a imposicao do déficit hidrico, através da reposi¢édo diaria
da agua evapotranspirada. Esse processo foi estabelecido registrando a Massa Maxima do
Vaso na CC (MVCC) (solo + &gua), com base na CC que determina a massa maxima de
agua retida pelo solo, tendo a Massa de Agua de Referéncia (MAR), determinada pela
diferenca entre a Massa do VVaso na CC (MVCC) e a Massa do Vaso com Solo Seco (MVSS)
(MAR = MVCC - MVSS) (Campos et al., 2004).

As sementes foram semeadas em quatro fileiras nas bandejas (20 sementes por
fileira) contendo solo coletado da area de cerrado ndo cultivada, corrigido com 1,5 g de
calcario dolomitico e adubado com 1 g de NPK (5-30-15) e 0,5 g de sulfato de amdnio, de
acordo com analise de macro e micro nutrientes (pH CaCl.: 4,63; argila: 620 g kg; silte:
140 g kg*; areia: 240 g kg*; K*: 0,30 cmol dm=; P: 0,52 mg dm=; Ca*2 1,20 cmol dm3,;
Mg*: 0,60 cmol dm=3; AI*3: 0,40 cmol dm?; Si: 6,30 mg dm=). Em cada bandeja foi
incorporado também 9 g de SiCaMg, relacio proporcional a 2 ton ha* (Cortés et al., 2015),
contendo 10,5 % de silicio, 27 % de célcio e 6 % de magnésio. Bandejas sem SiCaMg foram
usadas como controle. Aos 7 e 15 dias apds a semeadura (DAS) foram feitas adubacdes de
cobertura com sulfato de amdnio na proporcao de 1,5 g por bandeja diluidos em 100 mL de
agua, distribuidos via rega. Aos 15 DAS as mesmas bandejas que receberam as sementes
microbiolizadas, foram submetidas a uma pulverizacdo foliar com suspensdo bacteriana
(1x108 UFC mL™) do mesmo bioagente, na dosagem de 100 mL bandeja™ (Filippi et al.,
2011).

O déficit hidrico iniciou ao 22° DAS, onde as bandejas destinadas ao estresse
foram submetidas a restricdo total de &gua por quatro dias consecutivos, até o0 25° DAS. As
trocas gasosas foram avaliadas no Gltimo dia de déficit hidrico, no periodo de 8 e 10 horas.
Foram avaliadas taxa fotossintética liquida (A), taxa de transpiracdo (E), condutancia
estomatica (gs) e carbono interno (Ci). A partir dos valores e A e Ci foi obtido a eficiéncia
de carboxilagdo da rubisco (A/Ci), e de A e E a eficiéncia do uso da agua (A/E). Foi utilizado

o0 analisador de gases infravermelhos (IRGA- Infrared Gas Analizer), modelo LCpro + ADC
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BioScientific. As medicoes foram realizadas em area de folha de 1,5 cm?e o fluxo de ar na
camara na concentragdo de CO, de 380 mmol mol™. Foi utilizado uma densidade de fluxo
de fotons (PPFD) de 1200 umol m™ s*, com uma fonte de luz LED azul-vermelho e a

temperatura da camara foi de 28 °C.

5.6.1 Inoculagdo com M. oryzae

Foi usado o isolado BRM 31295 de M. oryzae pertencente a Colecdo de Fungos
e Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo. O isolado foi multiplicado
em placa de Petri contendo meio agar-aveia, incubadas em camara de crescimento por sete
dias a 25 °C e umidade de 80%. Ap0s este periodo as estruturas fungicas foram raspadas nas
placas com bastdo de vidro esterilizado, objetivando a retirada de micélio e inducdo da
producdo de conidios. Apds, as placas abertas foram devolvidas para a camara de
crescimento, permanecendo por mais 48 horas, onde foram entdo lavadas com agua destilada
autoclavada e a suspensdo formada foi filtrada com tecido de malha fina esterilizado. Em
sequida foi realizada a contagem de conidios com auxilio de camara de Neubauer e a
suspensdo ajustada para 3 x 10° conidios mL?, conforme Filippi et al. (2007).

Aos 26 dias de cultivo as plantas foram transferidas para a sala de inoculacdo,
onde foram mantidas em gaiolas vedadas com plastico transparente, em condicdes
ambientais controladas, com temperatura entre 27 e 30° C e umidade relativa acima de 80
%. Por meio de uma bomba de pressao e uma pistola de aspersao, com pressao de 0,001 kg
cm?, as folhas foram pulverizadas com 30 mL gaiola™ da suspens3o de conidios (Filippi et
al., 2007). Para severidade de brusone foram feitas 4 avaliacbes (1, 3, 5 e 7 dias apds a
inoculagdo) com o objetivo de calcular a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD). As avaliacdes foram realizadas com o auxilio de uma escala de severidade (0%,
0,5%, 1%, 2%, 4%, 8%, 16%, 32%, 64%, 82%) de acordo com Notteghem (1981),

determinando a porcentagem da &rea foliar afetada pela doenca.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para ensaios de enzimas extracelulares, biofilme, AIA, sideroforos e ACC
deaminase, solubilizacdo de fosfato inorganico e ensaio em casa de vegetacdo foram
realizados teste de Tukey (p<0,05). Para ensaio de selegéo in vitro de isolados resistentes as
condicGes de deficiéncia hidrica induzida por polietilenoglicol na presenca de é&cido

monossilicico (SiO2.nH20), e antagonismo in vitro também foram realizados teste de Tukey
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(p<0,05) e ainda realizada anlise de regressao polinomial. Para ensaio de germinacao in
vitro foi realizado teste de Skott Knott (p<0,05). O programa usado para as analises foi o

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 21.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES
Todos os isolados bacterianos testados produziram pelo menos uma enzima

extracelular, evidenciando, assim, o potencial biotecnoldgico de cada um deles (Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de enzimas extracelulares por nove isolados bacterianos, em condigdes
de laboratorio

indices Enzimaticos (IE)®

Ami.® Celul.® Lipa.® Pecti.” Prote.® Quiti.®
BRM 32109 Bacillus cereus 2,11% 136 2,16°° 1,00° 1,00° 1,56%
BRM 32110 Bacillus thuringiensis  1,51°¢ 1,41°¢ 1,93% 1,00° 1,00° 1,62%
BRM 32111 Pseudomonas fluorescens 1,006 1,00° 2,91* 1,000 1,00° 1,49%®
BRM 32112  Pseudomonas sp. 1,00 1,00 3,21 1,002 1,00° 1,45%
BRM 32113 Burkholderia pyrrocinia 1,00 1,59° 256°¢ 1,000 1,00° 1,41%®
BRM 32114 Serratia sp. 1,00 4,41% 246 100° 245* 1,31°
BRM 63523  Serratia marcescens  2,45% 1,67° 1,77¢ 1,000 1,00° 1,772
BRM 63521  Serratia marcescens  1,98%® 1,00° 247°¢ 100*® 1,00° 1,61%®
BRM 63522 Serratia sp. 1,72° 168> 257 100° 1,00° 1,66%®
(MCodigos numérico de isolados de rizobactérias da Colegdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijdo; @Classificacdo taxondmica de cada isolado, descrita por Martins et al. (2020);
®Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), indice
enzimatico (IE) de média igual a 1,00 sdo considerados ndo produtores, IE = DH (Diametro do halo) /
DC (Diametro da coldnia); @Amilase; ®)Celulase; ®)Lipase; ("Pectinase; ®Protease; ®)Quitinase.

Codigos® Taxonomia®

Os isolados BRM 32114, BRM 32109, BRM 32110, BRM 32113, BRM 63523
e BRM 63522 apresentaram atividade celulolitica correspondendo 66,67% dos isolados
testados, com destaque para BRM 32114 que apresentou indice enzimatico (IE) de 4,41. As
enzimas celuloliticas e amiloliticas, atuam na degradacdo de residuos e biomassa vegetais
indicando a participacdo destes microrganismos na ciclagem do carbono nos solos (Cordeiro
et al., 2012; Shan et al., 2008). A celulase desempenha papel importante na sobrevivéncia
de microrganismos em condicGes de déficit hidrico, onde ndo somente as plantas séo

afetadas.
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Os microrganismos produtores de celulase, incluso rizobactérias, em esforco para sobreviver
e prevalecer pela alta competicdo microbiana na regido da rizosfera, usam de seu potencial
celulolitico para degradar parede celular das raizes das plantas, penetrando no apoplasto e
alcancando o feixe vascular (xilema) se estabelecendo como endofitas (Khan et al., 2016)
onde conseguem sobreviver e desempenhar suas atividades metabdlicas normais,
contribuindo para nutrigdo, aumento da taxa de sobrevivéncia e adaptacdo da plantas ao
ambiente (Enebe & Babalola, 2018). Ramos et al. (2018) avaliando o potencial celulolitico,
amilolitico e proteolitico de 49 isolados de bactérias de solo cultivado com milho, também
encontraram diferenca significativa no IE e atribuem essa diferenca a composicao nutricional
do ambiente que a bactéria foi isolada, encontrando diferencas entre isolados rizosférricos e
ndo rizosféricos. Neste estudo, os isolados BRM 32109 e BRM 32112 foram isolados da
filosfera do arroz, os demais da rizosfera.

A atividade amilolitica foi observada em cinco isolados (55,56%) tendo BRM
32109, BMR 32110s, BRM 63523, BRM 63521 e BRM 63522 diferido estatisticamente dos
demais isolados que ndo apresentaram atividade para essa enzima. Amilases sao enzimas
que possuem a habilidade de clivar as ligacdes glicosidicas presentes nas moléculas de
amido, liberando dextrina e pequenos polimeros compostos por unidades de glicose (Das &
Varma, 2011). Ja lipase e quitinase foram produzidas por todos os isolados, enquanto que
protease apenas por BRM 32114 e nenhum isolado produziu pectinase. Herrera-Quiterio et.
al (2020), testaram 151 isolados de rizobactérias e detectaram a producdo enzimatica em

66,7%, produzindo celulases, amilases, e em maiores quantidades, protease e lipase.

6.2 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO

Todos os isolados, exceto BRM 32109, apresentaram capacidade de solubilizar
fosfato inorganico, formando halo de solubilizacdo em torno da colénia (Figura 3). O isolado
BRM 32113 destacou significativamente, apresentando a maior média no indice se
solubilizacéo (IS), igual a 1,67 (Tabela 2).
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Figura 3. Solubilizagdo de fosfato inorganico por rizobactérias cultivadas em meio National Botanical
Research Institute Phosphate (NBRIP) suplementado com fosfato de calcio. (A) Burkholdeira pyrrocinia
(BRM 32113); (B) Serratia marcescens (BRM 63523), (C) Serratia sp. (BRM 32114); (D) Serratia
sp. (BRM 63522); (E) Serratia marcescens (BRM 63521); (F) Bacillus thuringiensis (BRM 32110);
(G) Pseudomonas sp. (BRM 32112); (H) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); (1) Bacillus cereus
(BRM 32109)

Das duas rizobactérias do género Bacillus, uma foi solubilizadora de fosfato
(BRM 32110). Silva (2017) também detectou isolados de Bacillus subtilis capazes de
solubilizar fosfato, confirmando o potencial do género Bacillus. De acordo com o autor, 0
potencial de solubilizacdo € proporcional ao tamanho do halo relacionado ao tamanho da
col6nia. Das rizobactérias que apresentaram capacidade em solubilizar fosfato, Burkholdeira
pyrrocinia se destacou aprensentando maior indice de solubilizacdo, igual a 1,67. Os
resultados corroboram com trabalho de Lemos (2009), que ao avaliar a capacidade de
solubilizacdo de fosfato por rizobactérias, encontrou Burkholdeira sp. como mais eficiente,
apresentando o maior indice de solubilizacdo, igual a 3,83, e ainda com aumento na produgéo
e qualidade de gréos de arroz quando testadas em casa de vegetacdo. Karpagam & Nagalaksh
(2014) a partir de amostras de rizosfera de tomate, também encontraram resultados
satisfatorios, conseguindo identificar 37 isolados bacterianos com capacidade de solubilizar

fosforo, dentre elas rizobactérias do género Pseudomonas e Bacillus.
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Tabela 2. Diametro do halo, da col6nia e de indice de solubilizacdo de fosfato inorganico
por nove rizobactérias cultivadas em meio NBRIP suplementado com fosfato de calcio, em
condicGes de laboratério

Codigos® Taxonomia® DH DC IS®
BRM 32113 Burkholdeira pyrrocinia 10,02 6,35 1,67 a
BRM 63523 Serratia marcescens 12,26 8,21 1,49 ab
BRM 32114 Serratia sp. 10,07 7,02 1,44 ab
BRM 63522 Serratia sp. 12,13 9,53 1,28 ab
BRM 63521 Serratia marcescens 8,94 7,73 1,16 ab
BRM 32110 Bacillus thuringiensis 8,43 7,69 111b
BRM 32112 Pseudomonas sp. 6,29 5,88 1,07 b
BRM 32111 Pseudomonas fluorescens 7,47 7,43 1,06 b
BRM 32109 Bacillus cereus 1,32 1,32 1,00 b

(MCodigos numérico de isolados de rizobactérias da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijdo; @Classificacdo taxondmica de cada isolado, descrita por Martins et al. (2020);
®Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05), indice de
Solubilizacdo (IS) de média igual a 1,00 sdo considerados ndo solubilizadores de fosforo, IS = DH
(Diametro do halo) / DC (Diametro da colénia).

O fésforo é um dos elementos mais solicitados para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo componente estrutural de muitas coenzimas, do acido
desoxirribonucleico (DNA) e de fosfolipideos, além de essencial no processo de fotossintese,
metabolismo do carbono e formacgdo de membrana (Baby et al., 2016). No solo, o fésforo
encontra-se indisponivel para as plantas (Novais & Smyth, 1999) retido em particulas,
devido sua forte ligagdo com ions de ferro (Fe*3), aluminio (Al*?) e célcio (Ca*), acumulando
na formacdo de fosfatos inorganicos (Baby et al., 2016). As rizobactérias solubilizam
compostos de fdsforo insoliveis quando produzem acidos e enzimas fosfatases,
principalmente fosfatases acidas. Fosfatases acidas solubilizam formas precipitadas de
fésforo atuando como fontes de prétons ou quelando elemento acompanhante do ion fosfato
(Marra et al., 2012).

A capacidade de solubilizar fosfato inorgéanico apresentada pelos oito isolados
de rizobactérias evidenciam participagéo direta no desenvolvimento e na produtividade das
plantas. Além disso, em condicGes de déficit hidrico, as rizobactérias desempenham papel
importante. A seca afeta a difusdo e mobilidade de nutrientes no solo devida a sua ma
estruturacdo e as rizobactérias participam do arranjo e melhoria da estrutura do solo para

adequada aeragdo, absorcdo e migracdo de &gua, juntamente com nutrientes, tornando a
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planta mais resiliente ao estresse induzido pela falta adequada de agua para a planta (Igiehon
& Babalola, 2017; Alori et al. 2017).

6.3 PRODUCAO DE BIOFILME
Todos os isolados foram capazes de produzir biofilme em meio agar vermelho

congo, apresentando producao de coldnias rugosas e escuras acompanhadas pela mudanca
da coloracdo do meio adjacente para preto (Figura 4).

A B c D E
| ‘ . .

Figura 4. Producdo de biofilme por rizobactérias em meio agar vermelho congb. Coldnias rugosas e
pretas quando acompanhadas pela mudanca da coloragdo do meio adjacente para preto séo
consideradas produtoras de biofilme. (A) Controle; (B) Pseudomonas sp. (BRM 32112); (C) Bacillus
thuringiensis (BRM 32110); (D) Bacillus cereus (BRM 32109); (E) Serratia sp. (BRM 32114); (F)

Serratia marcescens (BRM 63521); (G) Serratia sp. (BRM 63522); (H) Serratia marcescens (BRM
63523); (1) Burkholdeira pyrrocinia (BRM 32113) e (J) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111).

A produgdo de biofilme foi confirmada quantitativamente para os nove isolados,

crescidos em microplacas contendo meio TSB e coradas com cristal violeta (Tabela 3).

Dentre os isolados, BRM 32113 se destacou, sendo classificada, de acordo com Demo

(1996) e baseado no valor da absorbéncia (> 0,3), como fortemente produtora de biofilme.

Ja os isolados BRM 32114, BRM 32112, BRM 63523, BRM 63521 e BRM 63522

apresentaram moderada producdo, apresentando valores de absorbancia entre 0,2 e 0,3. A

fraca producéo de biofilme foi detectada nos isolados de BRM 32109, BRM 32110 e BRM
32111, cuja absorbancia encontrou-se com valores entre 0,1 e 0,2.

Varios autores relataram a formacéo de biofilme por bactérias, incluindo as dos

géneros Bacillus e Pseudomonas. Kavamura et al. (2013) observaram a producao de biofilme

em condicOes estressantes por bactérias do género Bacillus, isolado de cacticeas de
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semidrido brasileiro. Outros géneros como Paenibacillus também sdo capazes de colonizar

raizes de plantas e formar biofilme (Timmusk, 2005).

Tabela 3. Producdo qualitativa e quantitativa de biofilme por nove isolados de rizobactérias,
em condi¢des de laboratdrio

Teste para biofilme

Cédigos® Taxonomia®® Vermelho Microplaca com
Congo® corante cristal violeta®
BRM 32109 Bacillus cereus + fraca
BRM 32110 Bacillus thuringiensis + fraca
BRM 32111 Pseudomonas fluorescens + fraca
BRM 32112 Pseudomonas sp. + moderada
BRM 32113  Burkholderia pyrrocinia + forte
BRM 32114 Serratia sp. + moderada
BRM 63523 Serratia marcescens + moderada
BRM 63521 Serratia marcescens + moderada
BRM 63522 Serratia sp. + moderada

MCédigos numérico de isolados de rizobactérias da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Arroz e Feijao; @Classificacdo taxondmica de cada isolado, descrita por Martins et al.
(2020); ®Producdo qualitativa de biofilme em meio agar vermelho congo (CRA); “Quantificacdo
de biofilme pelo teste em microplaca coradas com corante cristal violeta, escalonada a intensidade
da producéo de slime de acordo com absorbancia (570 nm): forte (> 0,3), moderada (>0,2 e <0,3),
fraca (>0,1 e <0,2).

Durante o crescimento vegetal o biofilme pode auxiliar na colonizagéo radicular
(Ramey et al., 2004), proteger as células da privacdo de nutrientes, fagocitose e alteracdes
de pH (Jefferson, 2004) e também, através da secrecdo de substancias polissacaridicas, pode
conferir estabilidade as plantas em condigBes limitantes de 4gua (Kasim et al., 2016). Os
exopolissacarideos constituintes do biofilme sdo altamente hidratados e conseguem reter
agua no interior de suas moléculas (Flemming et al., 2000), conferindo-lhes caracteristica
hidrofilica, com maior capacidade de absorcéo e retengdo de agua. Rizobactérias habitantes
da regido da rizosfera das plantas e produtoras de biofilme conseguem proteger as raizes da
dureza de secagem do solo (Rolli et al. 2014; Rossi et al., 2012).
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6.4 PRODUCAO DE AIA

Todos os nove isolados mostraram habilidade em sintetizar AIA na presenca do
precursor L-triptofano, com valores variando entre 1,4 e 10,66 pg mL™* (Figura 5),
classificando os isolados como médio e alto produtores. De acordo com a concentracdo de
AIA detectada, temos: < 1 ug.mL? (baixa produgdo); 1-10 pg.mL™* (média producéo); 11-
50 pg.mL? (alta producéo) e > 51 pg.mL™* (elevada producéo) (Kavamura et al., 2013).

O isolado BRM 32111 apresentou alta producdo (10,66 pg mL™) deste
horménio, produzindo significativamente mais AIA que os demais isolados. BRM 32114
(7,38 pg mL™), BRM 32113 (7,07 ug mL™%), BRM 32110 (5,74 pg mL™%), BRM 32109 (5,05
ng mL™), BRM 32112 (4,99 pg mL™), BRM 63521 (2,43 ug mL™%), BRM 63523 (1,85 pg
mL™) e BRM 63522 (1,40 pug mL™) produziram média concentragio de AlA. Segundo Mirza
et al. (2001), a sintese dessa auxina pode ser influenciada pelas condicGes de cultura, estadio
de desenvolvimento e disponibilidade de substrato. Isso pode explicar a variagdo na sintese
de AIA por linhagens pertencentes ao mesmo género.
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Figura 5. Producéo de &cido indolacético (AlA) por rizobactérias. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (1) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111);
(2) Serratia sp. (BRM 32114); (3) Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113)); (4) Bacillus thuringiensis
(BRM110); (5) Bacillus cereus (BRM 32109); (6) Pseudomonas sp. (BRM 32112); (7) Serratia
marcescens (BRM 63521); (8) Serratia marcescens (BRM 63523); (9) Serratia sp. (BRM 63522).

As rizobactérias sdo conhecidas pela sua promogao de crescimento em plantas,

principalmente pela producdo de hormonios vegetais, citocinas e auxinas (Karadeniz et al.,
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2006). Sasirekha et al. (2012) verificou em trabalhos com género Pseudomonas a producao
de AIA entre 80 e 132 pug mL™?, em meio suplementado com diferentes dosagens de L-
triptofano. Meliani et al. (2017) também em seus trabalhos com Pseudomonas putida e
Pseudomonas fluorescens, em meio suplementado com 0,2 g L de L-triptofano, verificou
a producdo de 116 e 89 ug mL™* de AIA, respectivamente.

O género Bacillus também é muito estudado e conhecido pela elevada produgédo
de AIA e promissora promocdo de crescimento em plantas (Karadeniz et al., 2006). Essa
capacidade é relatada por varios autores como Moreira e Aradjo (2013) que ao analisarem a
producdo de AIA por 127 isolados de Bacillus sp. observaram a producéo do fitorménio por
todos os isolados e 85% produziram entre 4 e 8 pug mL™. Ali et al. (2010) ao analisarem
linhagens do género Bacillus, verificou que B. subtilis, B. pumilus e B. megaterium propiciou

0 crescimento de Vigna radiata, resultado da producéo de auxinas, como AlA.

6.5 PRODUGAO DE SIDEROFOROS

Dentre os isolados avaliados, todos foram capazes de produzir sider6foros
(Figura 6). Os isolados de Pseudomonas sp. e P. fluorescens foram os que obtiveram
melhores resultados, produzindo 85,7 e 83,5% SU, respectivamente. Seguidamente as
maiores produc¢des foram dos isolados BRM 63521 (55,8 %SU), BRM 63523 (54,6 %SU),
BRM 32110 (53,1 %SU), BRM 63522 (47,0 %SU), BRM 32114 (46,0 %SU), BRM 32113
(34,7 %SU) e com a menor producdo, BRM 32109 (7,3 %SU). O meio de cultura KB, devido
a auséncia de Fe, induz a producdo de sideroforos pelos isolados bacterianos. Desse modo,
o0 Fe presente na solucdo de CAS é complexado e sequestrado pelos sider6foros, liberando o
corante, o que resulta na mudanca de coloracdo do meio de cultura (Alexander & Zuberer,
1991).
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Figura 6. Producdo de sideréforos por rizobactérias em porcentagem de unidades de sideréforos
(SU%), obtido por SU% = [(Absorbancia do controle - Absorbancia da amostra) / Absorbéncia do
controle] x 100. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). (1) Pseudomonas sp. (BRM 32112); (2) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); (3)
Serratia marcescens (BRM 63521); (4) Serratia marcescens (BRM 63523); (5) Bacillus
thuringiensis (BRM 32110); (6) Serratia sp. (BRM 63522); (7) Serratia sp. (BRM 32114); (8)
Burkholderia pyrrocinia (BRM113); (9) Bacillus cereus (BRM 32109).

O ferro € um micronutriente essencial as plantas, entretanto € insoltvel na
solugdo do solo (Siddiqui, 2005). As rizobactérias sintetizam e liberam compostos quimicos
de baixa massa molecar, os sideréforos, que apresentam altissima afinidade por ferro,
aumentando a sua absor¢do (Saha et al., 2013). A adocdo de rizobactérias produtoras de
sideréforos no manejo integrado de doencas do arroz, permite o revestimento das raizes das
plantas com Fe e protege contra fitopatdgenos (Gray & Smith, 2005; Solanki et al., 2014;
Naureen et al., 2015).

O género Pseudomonas é bastante estudado pelo seu potencial em producéo de
siderdéforos como relatado por Sharma et al. (2017) que em trabalhos com Pseudomonas sp.
observou que a producéo dos isolados variou entre 25,92 e 43,32 %SU, corroborando com
0s nossos resultados. Os isolados Pseudomonas sp. e P. fluorescens em sete dias de cultivo
produziram de 85,7 e 83,5 %SU, respectivamente. Ma et al. (2016) estudaram um isolado de
Pseudomonas sp. e também observaram producdo de siderdforos detectado pela formacéo
de halo ao redor das colonias cultivadas em meio de cultura solido.

Batista et al. (2018) ao avaliar 30 isolados de rizobactérias, observaram que 0s
isolados Bacillus cereus, Burkholderia gladioli, Bacillus megaterium e Pantoea ananatis
foram os mais eficientes na producdo de siderdforos. Ghosh et al (2016) em seu trabalho

detectou alta producdo de sideroforos por trés estirpes de Burkholderia, delimitando o
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potencial dos isolados para aplicacdo biotecnoldgica e uso como bioinoculantes na

agricultura.

6.6 PRODUC;AO DA ENZIMA ACC DEAMINASE

Os nove isolados foram capazes de crescer em meio de cultura contendo ACC
como Unica fonte de nitrogénio (Figura 7), indicando que provavelmente possuem a enzima
ACC deaminase, a qual é responsavel por clivar o composto ACC, precursor imediato do

etileno.
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Figura 7. Producdo da enzima ACC deaminase por rizobactérias. Médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (1) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); (2)

Serratia sp. (BRM 63522); (3) Serratia marcescens (BRM 63521); (4) Burkholderia pyrrocinia

(BRM 32113); (5) Serratia marcescens (BRM 63523); (6) Serratia sp. (BRM 32114); (7) Bacillus
thuringiensis (BRM 32110); (8) Bacillus cereus (BRM 32109) e (9) Pseudomonas sp. (BRM 32 112).

A associacao de bactéria produtora de ACC deaminase com plantas é de extrema
importancia principalmente sob condicGes limitantes de agua (Glick, 2005). Em condicgdes
de estresse as plantas tendem a aumentar a sintese de etileno e em altas concentracfes esse
fitorménio tende a ser negativo causando efeito deletério nas plantas, resultando em
senescéncia precoce, inibicdo do alongamento radicular e apodrecimento dos frutos (Saleh-
Lakha et al., 2004). As bactérias com atividade de ACC deaminase sdo capazes de reduzir
0s niveis de etileno nas plantas através da degradacdo do seu precursor (Prigent-Combaret
et al., 2008) diminuindo a producdo de ACC nas raizes, resultando em seu alongamento
(Glick et al., 1998).
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Muitos trabalhos relatam a importancia do efeito de bactérias produtoras de ACC
deaminase na melhora do desempenho de plantas submetidas a varios tipos de estresse, como
o déficit hidrico (Arshad et al., 2008). Rizobactérias do género Bacillus e Paenibacillus ja
foram constatas como produtoras de ACC deaminase (Kavamura et al., 2013). Marques et
al. (2010), avaliando isolados bacterianos na promocdo de crescimento em milho
constataram atividade significativa da ACC deaminase em 50% dos isolados.

6.7 SELEC}AO IN VITRO DE ISOLADOS RESISTENTES AS CONDIQOES DE
DEFICIENCIA HIDRICA INDUZIDA POR POLIETILENOGLICOL NA PRESENCA DE
ACIDO MONOSSILICICO (SiO2.NH20)

Todos os isolados resistiram aos diferentes potenciais osmaticos aos quais foram
submetidos, mantendo o seu crescimento, embora reduzido (Figura 8). Com base nas curvas
de crescimento das rizobactérias, observou-se que, para todos os isolados, a fase log ocorreu
até as 21 h, com crescimento exponencial. Desse horario em diante, até as 48 h, permanecem
na fase estacionaria, mantendo o equilibrio entre o nimero de células novas produzidas e o
namero de morte celular. Todos os isolados exibiram um padrdo de crescimento semelhante
em resposta aos diferentes déficits hidricos induzido pelo PEG-6000, com a taxa de
crescimento, observado nas curvas, todas menores que o tratamento controle no potencial
osmotico de 0 MPa e presenca de acido monossilicico. No entanto os isolados de BRM
32110, BRM 32111 e BRM 63523 apresentaram um padréo de crescimento mais estavel e
proximo ao controle, mediante também ao maior crescimento bacteriano, detectado pela
leitura de absorbancia. Em contrapartida os isolados BRM 63521, BRM 63522 ¢ BRM
32109, nos diferentes potenciais osméticos e na presenca de acido monossilicico foram os
mais instaveis, apresentando curvas de crescimento distante ao controle, e uma taxa de

crescimento bacteriano inferior.
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Figura 8. Curvas de crescimento bacteriano em meio de cultura contendo polietilenoglico (PEG-6000) e na presenca de acido monossilicico (0,5 g L™). Bacillus thuringiensis

(BRM 32110); Serratia marcescens (BRM 63523); Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); Serratia marcescens (BRM 63521); Serratia sp. (BRM 63522); Serratia sp
(BRM 32114); Bacillus cereus (BRM 32109); Pseudomonas sp. (BRM 32112) e Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113).



Observou-se diferenca estatistica entre os diferentes potenciais osmoticos e na
presenca de acido monossilicico e os diferentes bioagentes testados, na taxa crescimento
bacteriano. Os trés bioagentes que significativamente destacaram foram os isolados BRM
32110, BRM 32111 e BRM 63523 que mesmo no maior potencial osmético (-1,2 Mpa),
apresentaram média de crescimento superior aos demais isolados. Além de serem os isolados
que mais suportaram a pressdo osmotica simulada pelas doses de PEG (Tabela 4).

BRM 32110 suportou até o potencial osmoético de -1,0 sem diferir
estatisticamente do controle (0 MPa) e BRM 32111 suportou até -0,8 MPa, apresentando
taxa de crescimento estatisticamente igual ao controle, mesmo no maior potencial osmoético
-1,2 Mpa (Tabela 4). A anélise de regressdo mostrou que a relagdo entre as doses de
polietilenoglicol e a taxa de crescimento bacteriano foi linear. De acordo com a regresséo, o
PEG-6000 influenciou no crescimento bacteriano, com significancia para todos isolados
(Figura 9).

As rizobactérias sdo essenciais para reciclagem de nutrientes (Glick, 2012) e
comumente usadas como biofertilizantes para melhorar o crescimento, produtividade e até
mesmo auxiliar a planta em condi¢des estressantes (Ghevariya & Desai, 2014) mitigando
efeitos negativos impostos por condigdes adversas do ambiente (Kumar et al., 2012). Quando
aplicadas no solo, aumentam o nimero de microrganismos benéficos e a taxa de processos
microbianos proporcionando tolerancia ao déficit hidrico para plantas que se desenvolvem
com poucas disponibilidades de 4&gua (Marulanda et al., 2009). Concomitante, o Si, quando
depositado nas células vegetais, participa de atividades metabdlicas e fisioldgicas das plantas
(Gunes et al., 2008) atuando na indugdo de tolerancia ao déficit hidrico (Zanetti, et al, 2016),
pela polimerizacdo do &cido monossilicico, que diminui a flexibilidade da parede dos
estdmatos e induzindo o seu fechamento e por conseguinte, diminuindo a transpiracao e a
perda de agua (Luz, et al., 2006; Taiz et al., 2015).
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Tabela 4. Taxas de crescimento bacteriano as 48 horas na presenca de acido monossilicico e polietilenoglicol (PEG-6000)

Doses de  Potencial Rizobactérias
PEG-6000 osmotico

(gL (Mpa)  BRM 32110 BRM 63523 BRM 32111 BRM 63521 BRM 63522 BRM 32114 BRM 32109 BRM 32112 BRM 32113

0@ 0 066BCa 062BCDa 0,53 CDEa 0,89 Aa 0,71 ABa 0,45 DEa 0,45 DEa 0,42 Ea 0,64 BCa
0 0 0,65 Aa 0,59 ABab 0,52 ABCDa 0,58 ABCb 042CDb  044BCDa 037Dab  040Da 0,58 ABCa
79,8 -0,1 064Aa  055ABabc  050ABCa  050ABCbc  0,38BCbc 0,42 BCa 0,34Cab  0,38BCa 0,52 ABab
121,1 -0,2 0,60 Aab 0,51 ABabc 048 ABCa 0,46 ABCbcd 0,34BCbcd 0,40 BCa 0,32Cab 0,36 BCa 0,40 BChc
180,2 0,4 0,56 Aab 0,49 ABabc 0,47 ABCa 0,41 ABCDbcd 0,28 Dbcd 0,39 ABCDa 0,30 CDab 0,34 BCDa 0,35 BCDhc
264,2 0,8 0,55Aab 0,46 ABabc 0,45 ABa 0,38 ABCcd  023Ccd  037ABCa 029BCb 032BCa 0,30 BCc
298,1 -1,0 049 Aab 041ABCbhc 044ABa  034ABCDcd 021Dd  0,33ABCDa 0,27BCDb 0,29BCDa 0,24 CDc
328,9 -1,2 0,46 Ab 0,37 ABCc 0,42 ABa 0,32 ABCDd 0,18Dd 0,29 ABCDa 0,25BCDb 0,28 ABCDa 0,22 CDc

@) Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey. @ Tratamento absoluto com doze zero de PEG-6000 e sem silicio; todos os demais
tratamentos, exeto o controle, possuem acido monossilicico (0,5 g L?); Bacillus cereus (BRM 32109); Bacillus thuringiensis (BRM 32110); Pseudomonas fluorescens (BRM
32111); Pseudomonas sp. (BRM 32112); Burkholderia pyrrocinia (BRM 32113); Serratia sp. (BRM 32114); Serratia marcescens (BRM 63523); Serratia marcescens (BRM
63521) e Serratia sp.( BRM 63522). Letras maitsculas definem o efeito dos rizobactérias dentro das doses. Letras minGsculas definem o efeito das doses dentro das rizobactérias
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Figura 9. Densidade optica de isolados bacterianos, as 48 horas, em meio de cultura contendo
diferentes doses de PEG-6000 e acido monossilicico (0,5 g L?). (A) Serratia marcescens (BRM
63523), Pseudomonas fluorescens (BRM 32111), Bacillus thuringiensis (BRM 32110); (B) Serratia
marcescens (BRM 63521), Serratia sp. (BRM 63522), Burbholderia pyrrocinia (BRM 32 113); (C)
Bacillus cereus (BRM 32109), Pseudomonas sp. (BRM 32112) e Serratia sp. (BRM 32114).
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O acido monossilicico, em pH préximo da neutralidade, tem solubilidade de
2mM. Acima desta concentracdo ocorre policondensacao, produzindo &cido monossilicico
oligomérico e, eventualmente, particulas coloidais de silica hidratada (Birchall, 1995). A
capacidade de rizobactérias em crescer na presenca de &cido monossilicico solivel em meio
com pH neutro, demonstra o poder de integracdo e de potencializagdo na acdo de ambos. O
PEG-6000 é um polimero de alto peso molecular que retém moléculas de &gua, simulando
déficit hidrico, possibilitando obter diferentes resisténcias hidricas (ys - potencial osmotico).

Ma et al. (2016) avaliou o crescimento de Pseudomonas reactans e
Pseudomonas libanenses em trés diferentes concentracdes de PEG-6000 (5, 10 e 15 mg L)
e observou que, mesmo reduzindo o crescimento nas maiores dosagens, a curva de
crescimento dos isolados manteve um padrdo proximo ao controle, obtendo valores de
absorbéncia, apds 36h de crescimento, variando entre 0,5 e 0,7 nm, o que corrobora com o
padrdo de crescimento dos trés melhores isolados avaliados nesse trabalho. Ja Cortés et al.
(2015) testando adubacdo com diferentes dosagens de Si, combinada com biogentes (B.
pyrrocinia; P. fluorescens; Trichoderma asperellum; mistura dos trés bioagentes), constatou
que a melhor dosagem com efeito benéfico combinado com todos os bioagentes foi a de 2

ton ha?.

6.8 DETERMINACAO DE CELULAS VIAVEIS

Observou-se uma reducdo no numero de células viaveis dos isolados de acordo
com o aumento da dosagem de PEG + &cido monossilicico (Figura 10). No entanto, os trés
isolados resistiram a pressdo osmatica a mantiveram o nimero de células viaveis mesmo nas
maiores dosagens de PEG-6000 + &cido monossilicico. Na maior pressdo osmotica simulada
(-1,2 MPa) e no ultimo horario avaliado (96h) o isolado BRM 63523 foi 0 que apresentou
maior numero de células viaveis (log 10 de 8,10), seguido de BRM 32110 (log 10 de 7,3) e
BRM 32111 (log 10 de 6,7).

Ortiz et al. (2015) ao avaliar o crescimento, por sete dias, de Bacillus
megaterium, B. thuringiensis e Pseudomonas putida, crescidos em diferentes dosagens de
PEG-6000 constatou que ambos isolados eram resistentes a condi¢gdes de alta pressdao
osmotica mantendo o nimero de células viaveis satisfatorios até nas maiores dosagens do
reagente. Muitos trabalhos relatam a eficiéncia de rizobactérias na mitigagcdo ao déficit
hidrico como Marulanda et al. (2009) que inoculou P. putida e B. megaterium em plantas de

Trifolium repens sob condigdes de déficit hidrico, observando aumento significativo de
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biomassa e sistema radicular das plantas, aumentando o teor de 4gua quando comparados
com plantas sem inoculagdo. Kavamura et al. (2013) isolou da rizosfera de plantas da
Caatinga uma linhagem de Bacillus sp. e observou aumento significativo na biomassa da
parte aérea e da raiz e tamanho da haste em plantas de milho sob condicdes de déficit hidrico.
Os autores relatam que bactérias isoladas de regides secas tendem a possuir uma maior
tolerancia ao tipo de estresse e possuem capacidade de aumentar o teor de dgua na planta
sob déficit hidrico, além de promover seu crescimento por mecanismos de a¢éo encontrado

nos isolados.
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Figura 10 Log 10 do numero de células viaveis dos isolados bacterianos em meio de cultura contendo
diferentes doses de PEG-6000 e acido monossilicico (0,5 g L™?). (A) Serratia marcescens (BRM
63523); (B) Pseudomonas fluorescens (BRM 32111) e (C) Bacillus thuringiensis (BRM 32110).
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6.9 GERMINAC}AO IN VITRO DE PLANTAS DE ARROZ EM CONDIC@ES DE
DEFICIENCIA HIDRICA INDUZIDA POR POLIETILENOGLICOL, NA PRESENCA
DE RIZOBACTERIAS E ACIDO MONOSSILICICO (SiO2.NH20)

Os tratamentos com os trés isolados, 0 comprimento e area de superficie total de
raizes (CTR e AST), diferiram estatisticamente entre os quatro tratamentos controles (T1,
T2, T3 e T4). T1 apresentou médias abaixo dos demais tratamentos, para ambos 0s
parametros, com diferencas significativas. Os tratamentos T2 e T3, dentro do parametro CTR
avaliado, ndo apresentaram diferencas significativas entre si, porém diferiram de T4, com
médias inferiores. J& para AST, ndo houve diferenca entre T2, T3 e T4 para os isolados BRM
32110 e BRM 32111, enquanto que no isolado BRM 63523, T2 se diferiu de T3 e T4
(Tabelas 5).

Esses resultados reportam o efeito de rizobactérias e Si, separados e integrados,
no desenvolvimento radicular de pléntulas de arroz. Quando submetidas as sementes sem
nenhum tratamento (T1) e sem nenhum gradiente de potencial osmotico, 0 comprimento e
area total das raizes foram inferiores aos demais tratamentos controles (T2, T3 e T4). Nos
tratamentos com a presenca de acido monossilicico (T2) e rizobactérias (T3) cada um usado
de forma isolada, ambos apresentaram desenvolvimento radicular semelhante entre si, com
médias superiores ao T1 onde ndo foi usado nenhum tratamento. J& a combinacdo de
rizobactérias e acido monossilicico (T4) apresentou 0 maximo de desenvolvimento radicular
entre todos os tratamentos. No isolado BRM 32111 o T4, quando comparado a T1 apresentou
incremento de 110,27 e 127,60 % em CTR e AST, respectivamente. Ja no isolado BRM
32110 esse incremento foi de 71,43 e 60,75 %, enquanto que em BRM 63523 foi de 126,56
e 180,82 %. Isso demonstra que, silicio, assim como as rizobactérias apresentam potencial
na promocao de crescimento das plantas, promovendo seu desenvolvimento e que, de forma
integrada, seus efeitos sdo sinérgicos, aumentando o desenvolvimento radicular, parametros
esses que auxiliam na defesa da planta em condi¢des limitantes de agua e também na

presenca de patogenos (Cortés et al., 2015).
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Tabela 5. Comprimento e &rea das principais classes de diametros de raizes de plantulas de arroz tratadas com rizobactérias e em meio com acido monossilicico e

diferentes potencias osméticos induzidos por diferentes doses de polietilenoglicol

Doses de  Potencial Caracteristicas
Isolado Trat. PEG-6000 osmotico CTR CRMF CRF CRG AST ASRMF ASRF ASRG
(gL?) (Mpa) cm cm?

T1 0@ 0 215,97 c® 15,13 ¢ 78,41 a 122,43 b 152,76 b 1,36 ¢c 31,18a 120,22 b
T2 0® 0 356,51 b 38,47 b 114,51 a 203,53 a 303,48 a 345hb 37,50 a 262,53 a
T3 0® 0 344,16 b 38,68 b 77,65 a 227,83 a 314,36 a 3,46b 22,81 a 288,09 a
T4 0® 0 454,13 a 40,16 b 176,49 a 237,48 a 347,68 a 417D 64,15 a 279,36 a
BRM T5 79,8 -0,1 326,66 b 72,84 a 68,12 a 185,70 a 319,98 a 10,93 a 22,34 a 286,71 a
32111 T6 121,1 -0,2 326,29 b 84,05 a 50,42 a 191,82 a 27146 a 12,26 a 16,54 a 242,66 a
T7 180,2 -0,4 313,75 b 68,60 a 104,24 a 140,91 b 256,95 a 10,55a 40,40 a 206,00 b
T8 264,2 -0,8 283,20 c 32,83 b 114,70 a 135,67 b 187,56 b 291b 42,14 a 142,51 b
T9 298,1 -1,0 245,77 ¢ 13,00 c 66,06 a 166,71 b 196,08 b 185¢c 22,90 a 171,33 b
T10 328,9 -1,2 234,99 ¢ 17,99 c 53,57 a 163,43 b 202,06 b 1,58 ¢ 20,15a 180,33 b
T1 0 0 260,13 ¢ 28,84 c 40,87 b 190,42 ¢ 223,79 b 257h 11,07c 210,15 b
T2 0 0 342,78 b 38,06 b 120,90 a 183,82 ¢ 278,99 a 3,36 b 40,07 a 235,56 b
T3 0 0 357,97 b 37,22b 91,83 a 228,92 b 333,78 a 3,71b 31,85a 298,22 a
T4 0 0 445,94 a 40,47 b 132,12 a 273,35a 359,75a 3,05bh 41,25a 31545a
BRM T5 79,8 -0,1 312,61 b 58,30 a 70,14 b 184,17 ¢ 314,41 a 58la 23,70 b 284,90 a
32110 T6 121,1 -0,2 312,54 b 56,79 a 76,84 b 17891 ¢ 227,46 b 5,26 a 24,98 b 197,22 b
T7 180,2 -0,4 260,77 ¢ 25,30 c 62,78 b 172,69 ¢ 209,11 b 2,76 b 23,56 b 182,79 b
T8 264,2 -0,8 147,51 d 15,43 d 20,61b 111,47 d 201,84 b 181c 6,75¢ 193,28 b
T9 298,1 -1,0 146,86 d 9,42d 38,21 b 99,23d 171,11 b 0,84 c 13,65¢ 156,62 b

T10 328,9 -1,2 SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG
T1 0 0 230,23 d 24,96 c 61,05 a 144,22 b 158,89 ¢ 2,24d 22,09 a 134,56 b
T2 0 0 397,07 b 44,68 b 132,17 a 220,22 b 295,99 b 3,98¢c 39,78 a 252,23 b
T3 0 0 413,79 b 42,21b 119,23 a 252,35a 427,73 a 3,75¢ 36,81a 387,17 a
T4 0 0 521,62 a 52,34 b 196,42 a 272,86 a 446,20 a 6,11b 57,99 a 382,10 a
BRM T5 79,8 -0,1 332,05h 70,30 a 85,57 a 176,18 a 332,61b 8,32a 23,31a 300,98 a
63523 T6 121,1 -0,2 321,83 ¢ 47,94 b 93,30 a 180,59 b 229,94 c 5,26 b 29,97 a 194,71 b
T7 180,2 -0,4 291,90 ¢ 3454 ¢ 102,70 a 154,66 b 203,77 ¢ 3,09¢c 32,80 a 167,88 b
T8 264,2 -0,8 217,64 d 15,64 c 74,25 a 127,75 b 165,18 ¢ 1,14d 24,49 a 139,55 b

T9 298,1 -1,0 SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG

T10 328,9 -1,2 SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG SNG

() Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Scott Knott;  sementes ndo microbiolizadas na auséncia de 4cido monossilicico; ) sementes ndo
microbiolizadas na presenca de acido monossilicico; » semente microbiolizada na auséncia de acido monossilicico; ® semente microbiolizada na presenca de acido monossilicico. Os
demais tratamentos possuem acido monossilicico (0,5 g L™). Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); Bacillus thuringiensis (BRM 32110); Serratia marcescens (BRM 63523); CTR
= comprimento total de raizes; CRMF = comprimento raizes muito finas; CRF = comprimento de raizes finas; CRG = comprimento de raizes grossas; AST = area de superficie total;
ASRMF = area se superficie de raizes muito finas; ASRF = area de superficie de raizes finas; ASRG = area de superficie de raizes grossas; SNG = semente ndo germinada.
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Rizobactérias sdo microrganismos com multiplas biotividades e com potencial
para promover o crescimento e a defesa de plantas. A inoculacdo de sementes com
rizobacterias oferece resultados promissores, estimulando o crescimento vegetal através da
producdo de fitormonios, aumento da absor¢édo de nutrientes, além do aumento da resisténcia
aos estresses biotico e abiodticos, como deficiéncia hidrica (Martinez et al., 2013).

Entre os isolados, BRM 32111 foi o Unico que promoveu a germinacdo e
desenvolvimento das plantulas até o maior potencial osmotico. No tratamento com o isolado
BRM 32110, combinado com o maior potencial osmotico (-1,2 MPa) a semente nao
germinou, assim como nos tratamentos com o isolado BRM 63523, combinado com os dois
maiores potenciais osméticos (-1,0 e -1,2 MPa). Esses resultados sugerem que o isolado
BRM 32111 é o mais resistente em ambientes sob condi¢bes de alta pressdao osmdtica,
seguido de BRM 32110 e BRM 63523, corroborando com os resultados das curvas de
crescimento e células vidveis avaliadas nos itens 6.7 e 6.8. Ainda, o efeito de rizobactérias
na capacidade de promocéo de crescimento vegetal e consequente aumento no estimulo a
germinacdo de sementes pode estar associado, entre outros fatores, a producdo de giberelinas
e auxinas e, por conseguinte, a producdo de AIA (Aradjo et al., 2005). BRM 32111 foi o
maior produtor de AlA, seguido BRM 32110 e BRM 63523 (Figura 5), isso pode explicar,
em partes, 0 comportamento dos isolados quanto a germinacdo das sementes sob diferentes
potenciais osmoticos, evidenciando, que também a producdo do fitorménio ndo foi
completamente alterada quando o isolado cresceu sob diferentes pressdes osméticas.

Dentro de CTR todos os isolados apresentaram, em T4, média estatisticamente
superiores aos demais tratamentos. O isolado BRM 32111 apresentou, dentro deste
parametro, a maior média em T4, igual a 454,13 cm e 93,26 % de incremento em
comprimento quando comparado ao tratamento com maior pressdo osmotica (T10) e 110,27
% superior a T1 (controle absoluto). O isolado BRM 32110 apresentou em T4 média de CTR
igual a 445,94 cm e até 203,65 % de incremento em comprimento comparado ao T9 e 71,43
% superior a T1. Enquanto que as menores médias foram em T8 e T9, com valores de 147,51
e 146,86 cm, respectivamente, iguais entre si, e diferentes de T1, estatisticamente. As médias
de T8 e T9 foram 76,35 e 77,13 % inferiores a T1, respectivamente. Apesar da diferenca
estatistica, nota-se que a diferenca em comprimento é 6 % menor do que entre T1 e T4,
demonstrando que a presenca da bactéria protegeu a semente da pressao osmatica e manteve
suas caracteristicas como a producdo de fitormdnio promovendo seu crescimento. Est4

diferencga entre T1 e as maiores pressdes osmaticas ndo foi observada nos demais isolados.
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Ja o isolado, BRM 63523 foi 0 que apresentou maior CTR em T4, igual a 521,62 cm e com
média 139,67 % superior ao T8, tratamento com maior pressdo osmatica onde a germinacao
néo foi inibida e 126,56 % superior a T1.

Os trés isolados, além de serem de géneros diferentes, apresentam caracteristicas
bioquimicas distintas. Esse fator explica as particularidades de cada isolado na producéo de
enzimas extracelulares, AlA, sideréforos, ACC deaminase e biofilme, assim como na
resisténcia as diferentes pressdes osmoticas e numero de células viaveis. Essas diferencas
entre os isolados, explica também, em parte, as diferencas encontradas no desenvolvimento
das raizes, onde cada isolado atua de forma diferente e especifica no desenvolvimento
radicular das plantulas, atenuando os efeitos da pressdo osmotica.

Na AST foram encontrados resultados semelhantes a CTR, com T4, apesar de
ndo diferir estatisticamente de todos os demais tratamentos, os trés isolados apresentaram
médias superiores. O isolado BRM 32111 apresentou, em T4, AST 77,32 % superior ao T9
e 127,60 % superior a T1. No isolado BRM 32110, esses valores foram de até 110,24 e 60,75
%, enquanto que em BRM 63523 foram de 170,13 e 180,82 %. Nos dois parametros, CTR
e AST, oisolado BRM 32111 mostrou-se resistente com maior potencial para atenuar efeitos
de pressdo osmotica, protegendo o desenvolvimento radicular até mesmo nos maiores
potenciais osmaticos.

O volume explorado do meio e o contato intimo entre a superficie das raizes e o
substrato de crescimento sdo essenciais para absorcdo efetiva de agua pelas raizes. Em
condicdes de déficit hidrico ocorre estimulo para expansdo do sistema radicular para
camadas mais profundas do solo, em resposta a busca por &gua e nutrientes para
desenvolvimento da planta (Goldmann et al., 1989). Isso ndo aconteceu nos ensaios,
podendo ser observado nos graficos de regressao lineares e negativas (Figura 11) onde, para
os trés isolados, o maior desenvolvimento radicular das plantulas ocorreu no tratamento
controle T4, com os maiores valores observados em CTR e AST, enquanto que nos
tratamentos com PEG-6000 o CTR e AST cresceu sob protecdo das bactérias.
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Figura 11. Comprimento total de raizes (A) e area de superficie total de raizes (B) de plantulas de
arroz aos 15 dias, germinadas in vitro, em diferentes doses de PEG-6000, na presenca de acido
monossilicico (0,5 g L) e inoculadas com as rizobactérias Pseudomonas fluorescens (BRM 32111),
Bacillus thuringiensis (BRM 32110) e Serratia marcescens (BRM 63523).

Em contrapartida, ocorreu um aumento na producéo de raizes muito finas nas
nos tratamentos com menores potenciais osmoticos, e posterior inibicdo da produgdo nos
tratamentos com maiores potenciais, observadas nas regressdes polinomiais e negativas
(Figura 12). Raizes mais finas sdo mais eficientes em absorver agua e confere a planta maior
tolerancia a situagdes de estresse. O isolado BRM 32111 foi o que mais estimulou o

crescimento e area de raizes muito finas (CRMF e ARMF) em tratamentos com pressao
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osmatica quando comparadas ao controle T4 e T1, com T6 apresentando maior incremento
igual a 109,29 e 194,00 %, respectivamente, além de T5 e T7 que também apresentaram
médias superiores. Comportamento semelhante foi observado com o isolado BRM 32110
que estimulou o maior desenvolvimento de CRMF e ARMF em T5 e T6, com incremento
de 44,06 e 90,49 % (T5) e 40,33 e 72,46 % (T6), respectivamente. Em BRM 63523 esse
comportamento foi observado apenas em T5, onde apresentou incremento de CRMF e
ARMF de 34,31 e 36,17 %, respectivamente, quando comparado ao T4. 1sso acontece porque
0 volume de meio explorado e o contato intimo entre a superficie das raizes e o solo sdo
essenciais para absorcao efetiva da agua pelas raizes, de modo que o contato € maximizado
pela emissdo dos pelos radiculares, com consequente aumento da area superficial e
capacidade de absorcdo de agua (Santos & Carlesso, 1998). Ainda, a producdo de ACC
deaminase pelos isolados (Figura 7) explica, em partes, esse aumento no alongamento de
pelos radiculares, tendo em vista que, a produgdo dessa enzima esta associada a inibicdo da
producdo de etileno pelas plantas, fitormonio que em altas concentragdes provoca a inibi¢ao
do crescimento de raizes.

Plantas sob déficit hidrico e tratadas com rizobactérias apresentam uma
arquitetura remodelada do sistema radicular, com extremidades das raizes mais alongadas,
assim como maior producdo de raizes adventicias, resultando no aumento de area de
superficie (Vacheron et al., 2013; Bresson et al., 2014) aumentando finalmente a condutancia
hidraulica e de nutrientes durante o estresse (Dimpka et al., 2009). Plantas de Lavandula
inoculadas com B. thuringiensis obteve aumento nas concentracdes de AIA e apresentou
maior tolerancia a seca, restaurando varios processos fisiol6gicos e metabdlicos da planta
hospedeira (Armada et al., 2014). Khan et al (2016) em seu trabalho, ao inocular cepas de
microrganismos enddéfitos, dentre elas bactérias do género Burkholdeira e Pseudomonas, em
plantas de algoddo americano sob déficit hidrico, observou incremento de 28% na biomassa
total (raizes e parte aérea) em relacdo ao controle. Os autores atribuiram esse resultado a
maior producdo de horménios vegetais, como auxinas, resultante da inocula¢do dos
microrganismos que proporcionaram maior crescimento vegetal assim como incremento no

namero e tamanho de raizes permitindo maior alcance para absorcao de 4gua e nutrientes.
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Figura 12. Comprimento de raizes muito finas (A) e area de superficie de raizes muito finas (B) de
plantulas de arroz aos 15 dias, germinadas in vitro, em diferentes doses de PEG-6000, na presenga
de 4cido monossilicico (0,5 g L) e inoculadas com as rizobactérias Pseudomonas fluorescens (BRM
32111), Bacillus thuringiensis (BRM 32110) e Serratia marcescens (BRM 63523).

Dentro dos parametros comprimento e area de superficie de raizes finas e grossas
(CRF, CRG, ASRF e ASRG) , considerando apenas os tratamentos com sementes tratadas
com rizobactérias e na presenca de Si (T4 até T10), as maiores medias, para os trés isolados,
foram observadas em T4, exceto em ASRG no isolado BRM 32111 onde a maior média foi
observada em T5. Entre esses tratamentos, o isolado BRM 32111 apresentou incremento,
em T4, de até 250,04; 75,04 e 287,85 % em CRF, CRG e ASRF, respectivamente e 101,19
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% em T5 em ASRG. No isolado BRM 32110 esse incremento em T4 foi de até 541,05 e
175,47 % em CRF e CRG, e de até 511,11 e 101,41 % em ASRF e ASRG, respectivamente.
Ja no isolado BRM 63523 o incremento foi de até 164,54 e 113,35 % em CRF e CRG e de
até 148,78 e 173,81 % em ASRF e ASRG, respectivamente. Ainda, para o isolado BRM
32111, dentro dos parametros CTR, CRMF, CRG, AST, ASRMF e ASRG, em T10, onde
foi submetido a maior pressdao osmotica, apresentou medias superiores ao tratamento
absoluto (T1). Isso demonstra que esse isolado apresenta 0 maior potencial para atenuar 0s

efeitos de plantulas em condigdes limitantes de agua.

6.10 ANTAGONISMO IN VITRO ENTRE M. oryzae E AS RIZOBACTERIAS
RESISTENTES AO POTENCIAL OSMOTICO

Todos os trés isolados testados (BRM 32110, BRM 32111 e BRM 63523)
apresentaram efeito antagbnico significativo contra M. oryzae, na presenca de &cido
monossilicico e em todas as condicBes de inducdo de déficit hidrico induzido pelo PEG-
6000 (Tabela 6). Entre eles, BRM 32111 apresentou 0 melhor desempenho conseguindo
inibir o crescimento micelial de M. oryzae em até 78,36%. Ja o isolado BRM 63523
conseguiu inibir até 60,89% seguido de BRM 32110 que inibiu em até 39,37% o crescimento
da coldnia fungica. A analise de regressdo mostrou que a relacdo entre as doses de
polietilenoglicol e o antagonismo das rizobactérias com M. oryzae foi linear e positiva
(Figura 13).
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Tabela 6. Antagonismo in vitro de rizobactérias com Magnaporthe oryzae sob diferentes
condicdes de pressdo osmotica simulada por diferentes concentragdes de polietilenoglicol e
na presenca de acido monossilicico

Rizobactérias

Doses de PEG- BMR 32110 BRM 32111@ BRM 635230
6000 (g L%
DMC® 9% inibicito =~ DMC % inibicio = DMC % inibigdo
0gLT® 36,587 29,52 11,267 78,30 20,93 59,67
ogL? 36,312 30,04 11,232 78,36 20,30® 60,89
79.8gL? 36,68 29,33 11,372 78,09 21,42®® 5873
1211gLt 3804 26,71 11,612 77,63 21,76 58,07
1802gLt  3787* 27,03 11,642 77,57 22,54 5657
2642gL1 3893 24,99 11,95 76,97 23,26 5518
2081gLt 39300 24,28 14,39 72,27 25,14> 5156
3289gL!  3937% 24,14 14,892 71,31 2526° 51,33
Controle 51,90° 0,00 51,90P 0,00 51,90° 0,00

(MMeédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). @ Tratamento
absoluto com doze zero de PEG-6000 e sem silicio; todos os demais tratamentos, exeto o controle,
possuem &cido monossilicico (0,5 g L™); ®Bacillus thuringiensis; “Pseudomonas fluorescens; ©®
Serratia marcescens; ®DMC = diametro médio da colonia,

Corroborando com os resultados, Martins et al. (2020) ao tesar seis isolados de
rizobactérias no antagonismo in vitro contra M. oryzae constatou que cepas de Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas sp., Burbholderia pyrrocinia e Bacillus thuringiensis inibiram a
colonia de M. oryzae em 68%, 65% e 48% e 23%, respectivamente. Em consonancia,
suspensdes bacterianas dos dois isolados de Pseudomonas suprimiram a brusone nas folhas
em 81,0 e 79,2 %, de acordo com resultados dos mesmos autores. Ainda Li et al. (2018) ao
estudar cepa de Bacillus tequilensis isolado de Angelica dahurica testando na supressao de
brusone em plantas de arroz, constatou que o isolado conseguiu reduzir o progresso da

doencga, demonstrando o seu potencial como agente de controle bioldgico.
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Figura 13. Antagonismo entre isolados de rizobactérias e Magnaporthe oryzae sob diferentes potenciais
osmaticos induzido por polietilenoglicol (PEG), na presenca do acido monassilicico das rizobactérias

Bacillus thuringiensis (BRM 32110), Pseudomonas fluorescens (BRM 32111) e Serratia marcescens
(BRM 63523).

6.11 ENSAIO EM CASA DE VEGETAQAO

O tratamento de adubacdo com SiCaMg e da inoculacdo com BRM 32111, seja
de forma isolada (T2 e T3, respectivamente) ou integrada (T4), aumentou as trocas gasosas
foliares nas plantas de arroz de terras altas no ultimo dia de imposicdo do déficit hidrico
(Figura 14). Foi observado aumento gradativo nos parametros A, E, Ci e gs, nos tratamentos
T2, T3 e T4, respectivamente, em ambas as condic¢des hidricas, com os tratamentos T2 e T3
estatisticamente iguais entre si, porém com média superior ao tratamento controle (T1). Jao
tratamento T4, nesses mesmos parametros, se diferiu positivamente de todos os demais.
Esses resultados reportam o efeito do SiCaMg e BRM 32111, onde quando usados de forma
isolados aumentam as trocas gasosas e de forma integrada apresentam sinergismo com
aumento ainda maior nesses parametros, em ambas as condi¢des hidricas. Em A/E ndo houve
diferenca entre os tratamentos e em A/Ci apenas o controle se diferiu dos demais que

apresentaram médias semelhantes.
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Figura 14. Trocas gasosas foliares no quarto dia da imposicao do déficit hidrico em plantas de arroz de
terras altas. (A) taxa de fotossintese (a); (E) taxa de transpiracdo (b); (Ci) carbono interno (c); (gs)
condutancia estomatica (d); (A/E) eficiéncia do uso da agua (e); (A/Ci) eficiéncia de carboxilacdo da
rubisco (f). Tratamentos: (1) Controle; (2) adubagdo com silicato de calcio e magnésio (SiCaMg); (3)
inoculagcdo com Pseudomonas fluorescens (BRM 32111); (4) adubacdo com SiCaMg + inoculacdo com
BRM 32111. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Letras mindsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma condigdo. Letras maidsculas
comparam 0s mesmos tratamentos nas duas condi¢des hidricas.

88



Na condicdo irrigada as trocas gasosas foram superiores quando comparada a
condicdo de déficit hidrico, diferindo estatisticamente em todos os pardmetros, exceto para
AJE. O déficit hidrico é responsavel por diversas alteracdes desde a nivel molecular até os
morfologicos, limitando o crescimento e desenvolvimento das plantas, o que explica as
trocas gasosas terem sido fortemente afetado em poucos dias de seca. Entre as primeiras
respostas da planta a condic6es de deficit hidrico é a limitacdo estomética (Souza et al. 2013;
Reis et al. 2018), reduzindo a gs e E como mecanismo evolutivo para diminuir a perda de
agua para a atmosfera (Avila et al, 2017). Assim, o fechamento estomatico leva a reducio
na absorgdo de COz, resultando em menor concentragdo interna de carbono no interior do
mesdfilo foliar, e, por conseguinte, reducdo na taxa fotossintética e desenvolvimento das
plantas (Mutava et al., 2015; Dar et al, 2018).

No entanto, a presenca de SiCaMg e BRM 32111 nas condi¢des de déficit
hidrico conferiu maior resisténcia das plantas a seca (Figura 15) e proporcionou maior A, E,
Ci, gs, eficiéncia do uso da agua e eficiéncia de carboxilagéo, indicando que SiCaMg e BRM
32111 atuam em sinergismo nas plantas, reduzindo a limitacdo ndo-estomatica ou do
metabolismo bioguimico e das reacdes fotoquimicas (eficiéncia de dissipacdo dos
fotossistemas ou quenchings) que o déficit hidrico pode acarretar nas plantas (Demirevska
et al. 2008; Souza et al. 2013; Souza et al. 2016). Além disso, SiCaMg e BRM 32111
conferiu aumento na abertura estomatica (gs), auxiliando nos processos biofisicos foliares,
que estdo diretamente relacionados com as trocas gasosas das plantas com o ambiente (gs e
E).

A

BRM 32111 +SiCaMg |

Figura 15. Plantas de arroz de terras altas submetidas a quatro dias de déficit hidrico e inoculadas com
Pseudomonas fluorescens (BRM 32111) e silicato de célcio e magnésio (SiCaMg).
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Apesar da ndo diferenca estatistica em A/E, plantas com SiCaMg e BRM 32111
apresentaram valores superiores nas duas condi¢des hidricas. Em condigdes de seca, esse
aumento pode estar relacionado aos efeitos do tratamento combinado de SiCaMg e BRM
32111, que podem condicionar os ajustes osmoticos no espaco do apoplastico e/ou
simplastico (Kasim et al., 2013), regendo a resposta da planta ao déficit hidrico, mitigando
a desidratacdo de seus tecidos. Com isso, a maior capacidade da eficiéncia do uso da &gua,
pode contribuir para diminuir os efeitos deletérios decorrentes da seca e aumentar a
produtividade (Korup et al., 2018), devido ao melhor status hidrico da planta, que mantém a
taxa fotossintética (A e A/Ci), e proporcionar melhor resfriamento das folhas pela
transpiragcdo (Maruel et al., 2016).

Nas plantas, o Si esta relacionado a maior resisténcia ao acamamento e supressao
do ataque a patdgenos, decorrente da maior lignificacdo e silicificacdo das células
epidérmicas. Ainda é capaz de conferir maior grau de resisténcia aos estresses bioticos e
abidticos, diminui a taxa de evapotranspiracdo em situacGes de déficit hidrico (Balakhnina,
2013; Bakhat et al., 2018; Epsteim e Bloom, 2005; Malavolta, 2006; Zanetti et al., 2016),
além de estar associado, indiretamente, ao aumento no teor de clorofila e da capacidade
fotossintética, a reducdo na transpiragio e aumento na absorcao de nutrientes (Avila et al.,
2010; Gunes et al., 2007). Por outro lado, a maior rigidez da cuticula aumenta a capacidade
de retencdo e resisténcia a perda de agua pelo vegetal, melhorando seu gerenciamento
hidrico. Quando a planta recebe o Si, comeca a formar cadeias mais pesadas de &cido
polissilicico, ocorrendo a polimerizacdo, diminuindo a flexibilidade das paredes dos
estomatos e ocasionando seu fechamento, ocorrendo a diminuig&o da transpiracdo e a perda
de &gua (Luz et al., 2006; Taiz et al., 2015). Ainda, rizobactérias também auxiliam na
mitigacdo dos danos causados por déficit hidrico. Plantas de feijao tratadas com dois isolados
de PGPRs (Bacillus pummilus e Bacillus mycoides) foi observado aumento da fotossintese,
da eficiéncia do uso de agua, da concentracdo de clorofilas e aumento na producdo de
aproximadamente 30% (Stefan et al., 2013).

Na severidade da brusone, observou-se diferenga estatistica na AACPD entre 0s
tratamentos (Figura 16). Nas duas condic¢Ges hidricas testadas, BRM 32111 e SiCaMg
quando usados de forma isoladas (T2 e T3, respectivamente) nao se diferiram entre si, porém
diferiram positivamente ao controle (T1) com médias inferiores. Quando usados de forma

integrada (T4), houve sinergismo entre SiCaMg e BRM 32111, com efeito positivo,
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apresentando as menores médias na AACPD, diferindo positivamente dos demais

tratamentos, nas duas condi¢es hidricas.
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Figura 16. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) da brusone foliar em plantas de
arroz de terras altas. Tratamentos: (1) Controle; (2) inoculagdo com Pseudomonas fluorescens (BRM
32111); (3) adubacdo com silicato de calcio e magnésio (SiCaMg); (4) adubacdo com SiCaMg +
inoculagdo com BRM 32111. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). Letras minGsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma condicdo. Letras
mailsculas comparam 0s mesmos tratamentos nas duas condic8es hidricas.

Quando submetidas a condicGes limitantes de agua as plantas desencadeiam
mecanismos de defesa que resultam em alteracdes morfofisiologicas em suas células
vegetais, que inibem seu crescimento e desenvolvimento (Jaleel et al., 2009; Calbo &
Morais, 2000). Nessas condices, se tornam mais suscetiveis a posteriores estresses bioticos,
como a ocorréncia de doencas. Na condicdo de déficit hidrico a AACPD foi superior em
todos os tratamentos, quando comparado com a condicdo irrigada, apresentando também
lesGes foliares maiores em tamanho e quantidade (Figura 17). Nas duas condi¢es hidricas,
no tratamento controle, as lesdes apresentaram formato eliptico, com borda marrom e centro
acinzentado, com aspecto esporulativo e coalescente, diminuindo a area foliar sadia (Figura
17a). Nos tratamentos com SiCaMg e BRM 32111, usados de forma isoladas foram
observadas lesdes esporulativas, porém em menor quantidade e, em usa maioria, distantes
umas das outras, além da presenca também de lesdes do tipo “cabega de alfinete” (Figura
17b e 17c). No tratamento contendo a combinacdo de SiCaMg e BRM 32111, ndo foi

observado a presenca de lesdes esporulativas, apenas lesdes fechadas (Figura 17d).
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IRRIGADO DEFICIT HIDRICO

Figura 17. Severidade da brusone foliar em plantas de arroz de terras altas em duas condic@es hidricas
(irrigado e déficit hidrico), inoculadas com suspenséo de conidios de Magnaporthe oryzae (3 x 10° con.
mL-1). Tratamento controle (a); inoculacdo com Pseudomonas fluorescens (BRM 32111) (b); adubagédo
com silicato de calcio e magnésio (SiCaMg) (c); adubacdo com SiCaMg + inoculagdo com BRM 32111

().

O Si é estudado na protecdo de plantas contra pragas e doencas, inclusive no
arroz (Prabhu et al., 2001). E relatado que o Si aplicado no solo é absorvido na forma de
acido monossilicico pelas raizes das plantas, onde aumenta seu acimulo e deposicdo na
forma de silica amorfa na parede celular das folhas (entre a cuticula e a epiderme),
aumentando a rigidez cuticula, servindo de barreira fisica contra M. oryzae em plantas de
arroz (Ishiguro, 2001; Yoshida, 1965). Alguns autores demonstram que o silicio, além de
fortalecer a parede celular, também ativa o sistema de defesa do hospedeiro (Bélanger et al.,
1995; Rodrigues et al., 2004; Cruz et al., 2013).

Plantas de arroz adubadas com Si e posteriormente desafiadas por M. oryzae
aumentaram significativamente as atividades das enzimas relacionadas a defesa, incluindo
POD), polifenol oxidase (PPO) e PAL, assim como a concentracdo de Si e lignina, com
consequente reducdo na incidéncia da brusone (Cai et al., 2008). Cortés et al. (2015) em
experimentos em casa de vegetacdo com plantas de arroz, testou adubacdo com diferentes
dosagens de Si (0, 1, 2, 4 e 8 ton SiCaMg.ha?), combinadas com diferentes bioagentes
(controle; Burkholderia pyrrocinia; Pseudomonas fluorescens; Trichoderma asperellum;
mistura dos trés bioagentes, onde constatou efeito positivo na integracdo de ambos,

concluindo que a melhor dosagem de Si foi de 2 ton ha* combinado com os trés bioagentes,
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suprindo a brusone foliar em até 96%. Do mesmo modo Sousa et al. (2017) avaliou adubagéo
com Si em plantas de arroz nas mesmas dosagens, combinado com diferentes bioagentes
(Pseudomonas fluorescens, Burkholderia pyrrocinia - separadas e em mistura e um pool de
Trichoderma asperellum) constatou que a dosagem de 2 ton ha* combinado com pool de T.
asperellum ou com a mistura de bactérias suprimiu em até 99% a severidade de brusone
foliar, aumentando ainda taxa fotossintética, pigmentos cloroplastidicos, eficiéncia do uso
da agua e acucar soltvel total. Concomitante rizobactérias conseguem suprimir a brusone
pelo seu responsivo efeito antagénico com o fungo e inducao de resisténcia nas plantas. Em
estudo realizado em casa de vegetacdo, foram obtidos aumento em até 65% no acimulo de
biomassa e 90% na reducéo da severidade da brusone nas folhas, com o uso dos isolados de
Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. (Filippi et al., 2011).
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7 CONCLUSOES

As rizobactérias BRM 32110, BRM 32111 e BRM 63523 foram resistentes a
pressdo osmotica apresentando maior taxa de crescimento e nimero de células viaveis.
Concomitante a isso, se mostraram promissoras na producgéo de enzimas extracelulares, AlA,
biofilme, sider6foros, ACC deaminase e solubilizacdo de fosfato. 1sso demonstra o possivel
potencial dessas rizobactérias na mitigacao do déficit hidrico em plantas de arroz de terras
altas.

O Si ndo interferiu no desenvolvimento dos isolados de rizobactérias, ndo
apresentando efeitos negativos no crescimento, mostrando, assim, ndo possuir efeitos
adversos, com potencial para ser usado de forma combinada para mitigacédo do déficit hidrico
e controle de doencas em arroz de terras altas.

As rizobactérias BRM 32110, BRM 32111 e BRM 63523, combinadas ao 4cido
monossilicico, potencializaram o desenvolvimento radicular de plantulas, com aumento
significativo de pelos radiculares provenientes de raizes muito finas, atenuando os efeitos de
pressao osmotica induzidas por PEG-6000.

BRM 32111 foi a rizobactéria com maior acdo antagdnica contra M. oryzae sob
deficiéncia hidrica induzida e na presenca do Si.

BRM 32111 e SiCaMg intensificaram a mitigacdo do déficit hidrico em plantas
de arroz de terras altas e diminuiram a severidade da brusone foliar em plantas de arroz de

terras altas em condicdes de casa de vegetagéo.
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