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RESUMO

FILGUEIRAS, LUANNA MARIA BESERRA. M.Sc., Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algodao, fevereiro de 2015. Eficiéncia de Gluconacetobacter diazotrophicus
no aumento da tolerancia de arroz vermelho a deficiéncia hidrica durante a fase
reprodutiva. Campina Grande, PB, 2015. 135p. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Agrérias). Orientador: Prof. Dr. Carlos Henrique Salvino Gadélha Meneses.
Coorientador: Prof. Dr. Alberto Soares de Melo.

Apesar de ser praticamente desconhecido da maioria da populagdo brasileira, o arroz
vermelho vem sendo cultivado principalmente por pequenos agricultores da Regido Nordeste do
Brasil, tendo grande importancia socioeconémico. O uso de bactérias promotoras de crescimento
vegetal pode ser uma alternativa viavel ao auxiliar no desenvolvimento de plantas sob condigdes
de estresse, devido ao estimulo a producédo de fitohormonios e fixagdo bioldgica de nitrogénio,
que atuam no sentido de reduzir os efeitos negativos que o estresse pode causar no
desenvolvimento das plantas. Com isso, objetivou-se avaliar os aspectos de crescimento,
ecofisioldgicos, bioquimicos e produtivos em plantas de arroz vermelho inoculadas com
Gluconacetobacter diazotrophicus sob deficiéncia hidrica. O experimento foi realizado com o
cultivo de arroz vermelho (genétipo 405 EMBRAPA Meio Norte), com lisimetros inoculados
com G. diazotrophicus e ndo inoculados, com e sem condi¢fes de restri¢do hidrica. Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e 4 repeti¢cdes, onde cada parcela
foi constituida de um lisimetro contendo 60 plantas. Foram avaliados variaveis de crescimento
(altura de plantas, area foliar, fitomassa), ecofisioldgicos (trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a), bioguimicas (pigmentos fotossintéticos, prolina, glicina betaina e Malondialdeido
(MDA)) e produtivas (nimero de paniculas por touceira, massa seca de 1000 grdos e massa da

producdo total). O arroz vermelho inoculado e nédo inoculado sob os niveis de porcentagem de
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agua no solo (70%, 50% e 30%) apresentaram diferencas em todas as variaveis estudadas, menos
para Y(NPQ) que foram iguais. Na restricdo hidrica aumentaram os niveis de prolina, glicina
betaina, concentracdo interna de carbono (Ci), eficiéncia intriseca do uso da agua (EiUA),
rendimento quantico de dissipacdo ndo-regulada (Y(NO)) e apds a reidratacdo esses valores
foram reduzidos nas plantas inoculadas. O malondialdeido (MDA) apresentou melhores
resultados nas plantas ndo inoculadas. Os componentes produtivos como: peso de 1000 gréos,
numero de paniculas por touceira e a massa da producéo total também foram significativas para
0 arroz inoculado. A inoculacdo com a bactéria G. diazotrophicus, mostrou ser uma potencial

ferramenta contra o estresse hidrico em arroz vermelho.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; tolerancia ao estresse hidrico; Bactéria endofitica diazotrofica;

mitigacdo do estresse.



ABSTRACT

FILGUEIRAS, LUANNA MARIA BESERRA. M.Sc., Universidade Estadual da
Paraiba/Embrapa Algoddo, February 2015. Gluconacetobacter diazotrophicus efficiency in
increased red rice tolerance to water stress during the reproductive phase. Campina Grande,
PB, 2015. 135p. Dissertation (Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Agrarias). Advisor:
Prof. Dr. Carlos Henrique Salvino Gadelha Meneses. Co-advisor: Prof. Dr. Alberto Soares de
Melo.

Despite being virtually unknown to most Brazilians, red rice has been mainly grown by small
farmers in the Brazilian Northeast, having great economic and social importance. The use of
plant growth promoting bacteria can be a viable alternative to assist in the development of plants
under stress conditions through the production of phytohormones and biological nitrogen
fixation, which act to reduce the negative effects that stress can cause in the development of the
plants. Therefore, the aim of this study was to evaluat growth, ecophysiological, biochemical and
productive aspects of red rice plants inoculated with Gluconacetobacter diazotrophicus under
water stress. The experiment was carried out with the red rice cultivation (genotype 405
EMBRAPA Meio Norte) inoculated with G. diazotrophicus and not inoculated with and without
water restriction. A completely randomized design was used with 8 treatments and 4 replications,
where each plot consisted of a lysimeter containing 60 plants. We evaluated growth variables
(plant height, leaf area, biomass), ecophysiological variables (gas exchange and chlorophyll a
fluorescence), biochemical variables (photosynthetic pigments, proline, glycine betaine and
MDA) and production variables (number of panicles per plant, dry matter of 1000 grains and
total mass production). Inoculated and unnon-inoculated red rice under different water contents
in the soil (70%, 50% and 30%) showed variation in all variables, except for Y(NPQ). During
water restriction increases were observed in proline, glycine betaine, internal carbon
concentration (Ci), intrinsic water use efficiency (EiUA) and quantum vyield of unregulated
dissipation (Y(NO)) levels. After rehydration these values were reduced in the inoculated plants.
The malondialdehyde (MDA) showed better results in non-inoculated plants. Productive
components, such as weight of 1000 grains, panicle number per plant and total mass were also
significant for the inoculated rice. Therefore, the inoculation with G. diazotrophicus, proved to
be a potential tool to reduce water stress in red rice.

Keywords: Oryza sativa L.; Water stress tolerance; Endophytic diazotrophic bacteria;
Stress mitigation.



1. INTRODUCAO

O arroz vermelho foi o primeiro tipo de arroz introduzido no Brasil pelos colonizadores,
sendo ainda pouco conhecido, mas cultivado principalmente no Semiérido nordestino, em ordem
de importancia, nos estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceara, Bahia e
Alagoas (DINIZ FILHO, 2009). O plantio € normalmente realizado por pequenos agricultores,
utilizando sementes nativas ou variedades tradicionais selecionadas ao longo do tempo,
caracterizadas pela variabilidade, adaptabilidade as condicGes de cultivo e ampla base genética
(BARRETO, 2012).

Apesar da preferéncia mundial dos consumidores pelo arroz branco, a cor caracteristica
do pericarpo do grdo das espécies de arroz é a vermelha, tendo a cor branca se originado de uma
mutacdo e se firmado como caracteristica de grande interesse comercial e prioritaria na maioria

dos programas de melhoramento genético (PEREIRA et al., 2007).

Bactérias diazotroficas endofiticas colonizam muitas espécies de plantas e conferem
efeitos benéficos, como promocdo do crescimento vegetal e reducdo da susceptibilidade a
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides fitopatogénicos (KLOEPPER et al.,
2004). Algumas dessas bactérias também provocam alteracGes fisicas ou quimicas relativas a
defesa da planta, um processo conhecido como "Resisténcia Sistémica Induzida” (RSI) (VAN
LOON et al., 2004). A RSI provocada por bacterias diazotroficas endofiticas suprime doengas de
plantas causadas por uma variedade de agentes patogénicos (KLOEPPER et al., 2004; VAN
LOON et al., 2004). No entanto, poucos relatos tém sido publicados sobre essas bactérias como
indutores de tolerancia a estresses abioticos, como a seca, a salinidade e a deficiéncia ou excesso
de nutrientes. A tolerancia a seca para algumas plantas podem ser induzidas pela inoculagéo de
bactérias diazotroficas endofiticas adaptadas as condi¢des limitadas de &gua do solo
(MARULANDA et al., 2008). O termo Inducédo da Tolerancia Sistémica (IST) tem sido proposto



para alteragdes fisicas e quimicas induzidas por bactérias diazotréficas endofiticas e que resultam

no aumento da tolerdncia da plantas ao estresse abiético (SANDHYA et al., 2010).

Gluconacetobacter diazotrophicus é considerada um diazotréfico aero-tolerante, no qual
0 oxigénio é fundamental para a geracdo de grandes quantidades de ATP requerida para a
fixacdo de nitrogénio (MENESES et al., 2011), é muito sensivel a condigdes secas, mas tem alta
tolerancia a tratamentos de calor e concentracGes de sais no meio de cultura (TEJERA et al.,
2003).

As pesquisas com bactérias diazotroficas foram iniciadas, na década de 60, com a
observacdo de que algumas variedades de cana-de-acUcar poderiam obter aproximadamente 60%
de seu nitrogénio por meio da fixacéo bioldgica do nitrogénio (BALDANI e BALDANI, 2005).

A G. diazotrophicus PAL 5 foi a terceira bactéria endofitica diazotrofica a ter seu genoma
completamente sequenciado. Seu genoma é composto de 3,9 Mpb e dois plasmideos de 16,6 e
38,8 Kb, respectivamente. As 894 sequéncias génicas encontradas estdo relacionadas ao modo de
vida endofitico, como fixagdo de nitrogénio, promocao do crescimento vegetal, metabolismo de
acucar, transportadores, biossintese de auxina e a ocorréncia de bacteriocinas (BERTALAN et
al., 2009).

Bactérias diazotroficas endofiticas promovem significativamente a emergéncia de
plantulas, o vigor e a producdo, competindo com outras bactérias através da producdo de
antibidticos, enzimas liticas, cianeto de hidrogénio, sider6foros e bacteriocinas (HERLACHE e
TRIPLETT, 2002). Estirpes de Azospirillum spp., isoladas das zonas aridas podem melhorar o
nivel de tolerdncia em plantas cultivadas sob condicdo de déficit hidrico, pela atividade da
enzima ACC deaminase (ILYAS et al., 2012). O arroz vermelho (Oryza sativa L.) pode atender a

crescente demanda de alimentos para a populagdo como uma cultura alternativa.

O arroz vermelho na forma de gréo tem alto valor nutritivo, enquanto que a sua forragem
verde é bastante rica em proteinas (MENEZES et al., 2012). No Nordeste, o0 arroz € o segundo
cereal mais importante depois do milho. A disponibilidade de 4gua desempenha um papel crucial
no ciclo de vida da cultura do arroz (PEREIRA et al., 2009). Durante os estadios vegetativos de
desenvolvimento, 0 estresse causado por seca diminui a altura da planta e a sua area foliar
(MENEZES et al., 2012). A deficiéncia de agua na floracdo reduz, de duas a trés vezes, o
rendimento de grdos (PEDROSO, 1985).



O estudo da presenca dos microrganismos associados & plantas sob condicGes de seca
pode revelar uma interacdo evolutiva principalmente quando organismos benéficos sdo
encontrados. O entendimento dessa interacdo em ambientes semiaridos pode proporcionar o

desenvolvimento de novas tecnologias na formulacdo de inoculantes para plantas mitigando a

condig&o adversa.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a mitigacdo da deficiéncia hidrica em plantas de arroz vermelho durante a fase

reprodutiva, inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o crescimento agrondmico de plantas de arroz vermelho inoculadas com G.

diazotrophicus sob restricao hidrica, em ambiente protegido;

Observar a tolerancia do arroz vermelho a restricdo hidrica sob o incremento de

inoculante a base de G. diazotrophicus, em condigdes controladas;

Mensurar reagfes bioquimicas presentes no arroz vermelho sob restricdo hidrica em

condicdes de inoculacdo com G. diazotrophicus;

Avaliar os efeitos dos tratamentos de inoculagdo no arroz, em funcdo do manejo de

deficiéncia hidrica em termos ecofisioldgicos e produtivos;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da cultura do arroz vermelho

3.1.1 Origem e classificagéo botanica

O arroz é um cereal que estd presente em grande parte do mundo, principalmente nos
paises asiaticos e em desenvolvimento, desempenhando um papel estratégico a nivel econdmico
e social (GUIMARAES e BALDANI, 2013). Acredita-se que o arroz tenha se propagado do
sudeste asiatico para a China por volta de 3.000 a.C., de onde foi levado para a Coréia e
posteriormente, para o Jap&o, e no Brasil foi introduzido quando as caravelas de Pedro Alvares
Cabral apontaram na Bahia, no século XVI (CASTRO et al., 2005).

De acordo com MENEZES et al. (2012), o arroz (Oryza sativa L.) é uma cultura que
apresenta ampla adaptabilidade as diferentes condicdes de solo e clima, aléem de ser a espécie
com maior potencial de aumento de producéo e, possivelmente, de combate a fome no mundo.
Também é considerado um alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas, sendo o
produto de maior importancia econémica em muitos paises em desenvolvimento, impondo aos
setores produtivos buscar novas técnicas que possam aumentar a producdo (FIDELIS et al.,
2012).

O cultivo do arroz é realizado em todo o pais sob dois sistemas de cultivo (varzea e terras
altas), sendo este ultimo responsavel pela maior area plantada, porém representa somente 39% da
producéo nacional devido a baixa produtividade e sua producdo se concentrar principalmente na
regido do cerrado (EMBRAPA, 2014). Tem grande adaptagdo no meio aquatico devido a
formacédo do aerénquima no colmo e nas raizes da planta, tecido este que possibilita a passagem



de oxigénio do ar para a camada rizosfera, permitindo assim o cultivo em ambientes alagados

(anaerobios), fazendo com que a planta consiga respirar e sobreviver (TAIZ e ZEIGER, 2009).

O Brasil € 0 nono maior pais produtor de arroz no mundo, cuja produgdo foi de 11,74
milhGes de toneladas na safra 2012/2013 (IRGA, 2013), e foram cultivados 2.386,9 mil hectares,
na safra 2013/2014 (CONAB, 2014). Entre 1975 e 2004 o pais alcancou um salto de
produtividade de 144,1% (FAO, 2009).

O arroz vermelho ou arroz da terra como é mais conhecido, é de porte alto, folhas verde-
claras, decumbentes e pilosas, colmos finos, alta capacidade de perfilhamento e sementes com
pericarpo avermelhado, aristas longas, altas taxas de dorméncia e debulha natural (FONSECA et
al., 2014). O pigmento vermelho do grdo do arroz é uma proantocianina de grande valor para a
alimentacdo humana, sendo introduzido no Brasil pelos portugueses no século XVI (PEREIRA
et al., 2008), melhora a digestibilidade e tem acdo antioxidante benéfica para o sistema

cardiovascular, além de ser repelente contra patdgenos.

O arroz vermelho possui necessidades fisioldgicas por &gua, luz e nutrientes muito
préximas as das cultivares de arroz branco, e apesar de ser considerada uma planta invasora, ele
é um dos principais componentes da dieta das popula¢cfes que habitam grande parte do semiarido
nordestino brasileiro, sendo cultivada, principalmente, como lavoura de subsisténcia (MENEZES
et al., 2011). Apesar da preferéncia mundial dos consumidores pelo arroz branco, a cor
caracteristica do pericarpo do gréo das espécies de arroz é¢ a vermelha, tendo a cor branca se
originado por mutacdo e se firmado como caracteristica de interesse comercial prioritaria nos

programas de melhoramento genético (PEREIRA et al. 2007).

Segundo Gusmdo et al. (2008), a preservacdo e 0 aproveitamento da variabilidade
genética do arroz vermelho devem ter mérito em prioridades imediatas, posto que o abandono
desse material pode representar a ameaca iminente de desaparecimento de um inestimavel
repositorio de genes, 0s quais, desde que conservados e manejados convenientemente, serdo de
grande importancia para a seguranca alimentar de grande parte das familias nordestinas e

tambem para o seu melhoramento genético.

3.1.2 Caracteristicas morfologicas

O arroz cultivado, embora pareca ter sido originado de uma forma perene, é considerado
uma graminea semi-aquatica anual (MAGALHAES JUNIOR et al., 2004), mas se desenvolve
bem em areas com pouca disponibilidade de 4gua (GUIMARAES et al., 2002).



Quanto a sua morfologia, o arroz pode ser dividido em 06rgdos vegetativos, compreendendo
raizes fasciculadas, colmos redondos e ocos, folhas, e érgdos reprodutivos, constituidos pelas
flores e sementes que est&o na panicula (MAGALHAES JUNIOR et al., 2004) (Figura 1).

Foto: Luanna Maria Beserra Filgueiras

Folhas

Raizes

Figura 1. Representacdo esquematica da planta do arroz vermelho. Campina Grande/PB, 2015.

O sistema radicular do arroz é formado basicamente de raizes adventicias (GUIMARAES
et al., 2002). A planta apresenta um colmo principal e varios colmos primarios e secundarios,
denominados de perfilhos (CHANG e BARDENAS, 1965), é constituido por nds e entrends, é
totalmente envolvido pela bainha antes da floracdo, porém pequena parte dele é exposta, abaixo



da panicula, apos a floracéo, e 0 comprimento, o didmetro e espessura dos entrenos, determinam
a resisténcia do acamamento (GUIMARAES et al., 2002).

O perfilhamento comeca no estadio de quatro a cinco folhas, (Figura 2), perfilhos e raizes
emergem do mesmo ndé ao mesmo tempo, dependem dos nutrientes do colmo principal e
independem deles quando ja possuem trés folhas e nem todas as gemas axilares desenvolvem
perfilhos, algumas permanecem dormentes. Espagamento, intensidade luminosa, disponibilidade
de nutrientes, sistema de plantio, entre outros fatores, afetam o perfilhamento (GUIMARAES et
al., 2002).

3*Folha

Foto: Luanna Maria Beserra Filgueiras

2*Folha

1" Folha

Figura 2. Contagem das folhas da planta do arroz. Campina Grande/PB, 2015.
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O perfilhamento maximo coincide com o inicio da diferenciacdo das paniculas em
cultivares de ciclo curto, enquanto em cultivares de ciclo longo prolonga-se pela fase
reprodutiva, ja a iniciacdo do perfilhamento € independente do ambiente, mas o seu
desenvolvimento € muito influenciado por fatores como disponibilidade de nutrientes no solo,
radiacéo solar e temperatura (NASCIMENTO, 2008).

As folhas estdo inseridas nos nds do colmo, possuem uma por¢do que envolve o caule,
denominada bainha e outra pendente, que constitui a ldmina, e na juncdo dessas duas partes
situa-se o colar, do qual emerge dois pequenos apéndices em forma de orelha, as auriculas, e
uma estrutura membranosa em forma de lingua, a ligula (Figura 3), (NASCIMENTO, 2008). A
presenca de auricula e ligula no arroz é utilizada para diferenciar plantulas, em estadios iniciais,
de uma das principais invasoras da lavoura, denominada capim arroz, que nao as possui
(MAGALHAES JUNIOR et al., 2004). A partir do colmo principal originam-se de 8 a 14 folhas
(NASCIMENTO, 2008), a primeira folha a surgir no colmo principal ou nos perfilhos ndo possui
bainha, sendo denominada profilo, e ja a ultima folha é denominada folha bandeira, a mais
notavel, podendo expor presenca de pélos ou ndo, sendo entdo classificadas de pilosas ou lisas,
dependendo da cultivar, capaz de variar de eretas a completamente decumbentes
(MAGALHAES JUNIOR et al., 2004).

Foto: Luanna Maria Beserra Filgueiras

Figura 3. Estrutura vegetativa da planta de arroz vermelho. Campina Grande/PB, 2015.
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As flores, denominadas espiguetas, sdo hermafroditas e reunidas em inflorescéncia do
tipo panicula, a qual se localiza no &pice do colmo (NASCIMENTO, 2008), e é subtendida pela
folha bandeira. A panicula é formada pelo raquis, pelos pedicelos e pelas espiguetas
(MAGALHAES JUNIOR et al., 2004) (Figura 4). Os raquis possuem nés, em nimero de 8 a 10,
dos quais saem as ramificacbes primérias que, por sua vez, ddo origem as ramificacdes
secundarias,enquanto os pedicelos desenvolvem-se dos nos das ramificagbes primarias e
secundarias e em suas extremidades desenvolvem as espiguetas, A emergéncia da panicula da
inicio ao periodo de florescimento, em que ocorrem 0s processos de abertura das flores, a
polinizacio e a fertilizagio (GUIMARAES et al., 2002). O periodo de emiss&o da panicula de
uma mesma planta estende-se por aproximadamente sete dias (MAGALHAES JUNIOR et al.,
2004).

Folha
bandeira

Ramificacoes
secundarias

Ramificacoes
primarias

Raquis

Foto: LuannajMaria Beserra Filgueiras

Figura 4. Panicula do arroz e seus componentes. Campina Grande/PB, 2015.
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As espiguetas sdo formadas por dois pares de bracteas ou glumas, que envolvem a flor do
arroz (Figura 5). Apds a formacao do grdo, essa estrutura vai constituir a casca. O par inferior é
rudimentar, sendo suas glumas denominadas lemas estéreis. As glumas do par superior
denominam-se lema e palea, ambas podem ter uma extensao filiforme denominada arista. As
espiguetas ligam-se as ramificacdes das paniculas por meio de pedicelos curtos (GUIMARAES
et al., 2002). O arroz é considerado uma espécie autbgama, onde na maioria das situaces,
ocorrem autofecundacdo dentro de cada flor, sendo a taxa de fecundagdo cruzada, em geral,
bastante baixa, e dependente, também, do gendtipo e do ambiente (MAGALHAES JUNIOR et
al., 2004).

N— Avrista

Antera

Filete
Palea
Lema

Estigma

Ovario

Lemas estéreis

1 Pedicelo

Figura 5. Partes da espigueta do arroz. FONTE: VERGARA, 1979.

A formacdo da semente é um processo que inicia com a polinizagdo, seguido pela
fecundacdo, passando pelo enchimento da semente e culminando com a maturagéo, e sdo
constituidas pela casca (palea e lema), pericarpo, tegumento, camada de grdos de aleurona,

endosperma amilaceo e embrido (GUIMARAES et al., 2002) (Figura 6). O grdo do arroz
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descascado é classificado como cariopse. (MAGALHAES JUNIOR et al., 2004), a casca é
porosa, leve e rica em silica, 15-18% (VIEIRA e CARVALHO, 1999).

Arista

Palea
Casca
Lema

Pericarpo
Tegumento
| Nucela
[Capa de
aleurona
Endosperma
lamilaceo

Envoltorio ]
da cariopse

Cariopse

Endosperma

Embrido
Glumelas

Raquila (Lemas estéreis)

Figura 6. Estrutura dos grdos do arroz. FONTE: JULIANO, 1984.

A identificacdo dos estagios de desenvolvimento do arroz e do tempo necessario para
atingir cada estagio de desenvolvimento, sdo importantes ferramentas que o orizicultor pode
utilizar no planejamento e em praticas de manejo da lavoura orizicula (ALVES et al., 2000;
STEINMETZ et al., 2004).

O ciclo de desenvolvimento do arroz tem sido dividido em trés fases: a fase vegetativa
que vai da emergéncia até a diferenciacdo da panicula ou “ponto algoddo”; a fase reprodutiva
que vai da diferenciacdo da panicula até a antese; e a fase de enchimento de gréos que vai da
antese até a maturacdo fisiologica (GAO et al., 1992; INFELD et al., 1998). Counce et al.,
(2000), também proporam dividir o ciclo de desenvolvimento do arroz em trés fases utilizando
critérios diferentes do que vinha sendo usado: a fase de plantula que vai da semeadura até a

emergéncia; a fase vegetativa que vai da emergéncia até o aparecimento do colar da tltima folha
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(folha bandeira) do colmo principal e a fase reprodutiva que vai da diferenciacdo da panicula até

a maturaco fisioldgica.

De acordo com Guimarées et al., (2002), as sementes quando sdo semeadas em condic¢des
naturais de solo, germinam entre 5 e 7 dias, ja em condic¢Bes controladas a germinacdo ocorre
entre 4 e 5 dias, € o desenvolvimento do embrido em radicula e coleoptilo, e esse processo pode
ser dividido em embebicéo, ativacdo e estadios de crescimento pos-germinagdo. O crescimento
inicial da plantula depende principalmente da reserva da semente, ou seja, dos nutrientes
acumulados no endosperma e seu estadio de desenvolvimento vai da germinacdo até a iniciacao

do primeiro perfilho (Figura 7).

Estadio S0 s S2 S3

e 3 Semente no Emergéncia do Emergéncia da Emergéncia do
3 S | embebida de colesptilo’ radicula’ profilo do

- (=) 2
£S - o

@

R E

%\
| SP | SR <=6

llustracdo

Figura 7. A fase de plantula do arroz, da semeadura até a emergéncia do profilo. FONTE: adaptada de

COUNCE et al., 2000.

A semente de arroz é capaz de germinar em condic¢Oes anaerdbicas, se a germinacgdo €
definida como o aparecimento do coledptilo e da radicula da semente. Sob tais condicdes, o

crescimento subseqiiente do coledptilo, das folhas e das raizes é anormal (GUIMARAES et al.,

2002).
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Uma fase vegetativa longa, (Figura 8) permite a planta produzir uma area foliar maior

durante um periodo mais longo, o que contribui para aumentar as reservas de fotoassimilados no

colmo, que podero ser translocados para o enchimento de grdos (GUIMARAES et al., 2002).

Fase Vi V2 V3 V4
Vegetativa
Estadio Formacio do colar  |Formacio do colar |Formagdo do colar | Formacio do colar
- o da 1” folha no da 2* folha no da 3* folha no da 4* folha no
Morfologico W N G
Colmo principal Colmo principal Colmo principal Colmo principal
3\
Ilustracao \\ :
/
/
e
Bp vl a@é‘gﬁx
(e Coami ™ N

Figura 8. Fase vegetativa do arroz. Fonte: adaptada de COUNCE et al., 2000.

Uma fase reprodutiva (ou de enchimento de grdos) longa permite um tempo maior de

translocacéo de fotoassimilados para o crescimento dos gréos (STRECK et al., 2006).

O ciclo da planta é bastante variavel e pode se completar entre trés e seis meses,

dependendo da cultivar e das condi¢es ambientais (VERGARA, 1979; YOSHIDA, 1981).

3.1.3 Aspectos socioecondmicos e nutricionais

O arroz tem grande importancia econémica e cultural no Brasil, uma vez que €

consumido pela grande maioria da populacéo, sendo tradicional o consumo de arroz e feijao no
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pais (FERREIRA et al., 2014). E considerado como um dos alimentos que possuem um
excelente balango nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina necessérias ao
homem (GUIMARAES e BALDANI, 2013), sendo uma excelente fonte de energia, devido a alta
concentracdo de amido, fornecendo também proteinas, vitaminas e minerais, e possui baixo teor
de lipidios (WALTER et al., 2008).

Segundo estudo realizado por Wander e Chaves (2011), o brasileiro consome em média
46 kg ano de arroz beneficiado, reforcando sua importancia de alimento basico da dieta da
populacdo. Como o consumo desse cereal é grande no Brasil, ou seja, 0 abastecimento interno

ndo permite uma maior eficiéncia nas exportacdes do produto (FERNANDES et al., 2008).

3.2 Déficit hidrico nas plantas

Uma planta pode ser submetida a varios tipos de estresses ambientais, um deles é o
déficit hidrico, que € definido como um fator externo, onde exerce uma influéncia desvantajosa
sobre a planta, este conceito esta intimamente relacionado ao de tolerancia ao estresse, que é a
aptiddo da planta para enfrentar um ambiente desfavoravel (TAIZ e ZEIGER, 2009), onde
provoca alteracbes no comportamento vegetal cuja irreversibilidade vai depender do genétipo, da

duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta (MEDICI et al., 2007).

A restricdo hidrica é responsavel por sérias disfuncGes nas plantas, pelo acentuado
decréscimo que causa no turgor das células, imprescindivel para o adequado metabolismo celular
(MONTEIRO et al., 2014) .

O déficit hidrico pode ser definido quando todo o conteldo de agua no tecido ou na
célula vegetal esta abaixo do contetdo de méxima hidratacéo, e apos longo prazo de estresse, a
agua na planta ndo é recuperada, consistindo num decréscimo na producdo, fechamento dos

estdmatos, aceleragdo na senescéncia e da absciséo das folhas (TAIZ e ZEIGER, 2009).

E quando as plantas sdo expostas por um periodo longo de estresse, exibem respostas
fisiologicas, que indiretamente resultam na conservagdo da agua no solo, como se estivessem
economizando para periodos futuros (KRON et al., 2009), além de fechamento de estdmatos,
enrolamento foliar, reducdo da taxa fotossintética, retardo na data de florescimento, sinaliza¢éo
via acido abscisico, acimulo de solutos, dentre outros (HADIARTO e TRAN, 2011), resultando

numa limitagcdo na concentragéo interna de CO,, podendo afetar a concentracdo dos pigmentos
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clorofilados envolvidos no processo da fotossintese (PRISCO e GOMES FILHO, 2010; SILVA
etal., 2012).

A primeira reacdo das plantas, ao serem submetidas a deficiéncia hidrica, é reduzir o
potencial osmotico e, consequentemente, hidrico das raizes, no intuito de gerar um gradiente de
potencial capaz de promover a absor¢do de agua, a partir do solo, ou reduzir a transpiracdo, de
tal maneira que a planta mantenha um balanco positivo de agua (GUIMARAES et al., 2011). Isto
ocorre porque a disponibilidade de &gua adequada do solo aumenta a absorcdo de agua e
nutrientes, bem como a translocacéo de fotoassimilados para os gréos, permitindo o enchimento
continuo de grédos e desenvolvimento adequado (CRUSCIOL et al., 2008), isso esta relacionada
com a duracdo, a intensidade e o estadio de desenvolvimento fenoldgico em que o estresse
hidrico ocorre (GUIMARAES et al., 2013).

A habilidade do vegetal em se desenvolver em ambiente com restricdo hidrica no solo
pode ser determinada através da eficiéncia com que a planta ajusta 0o seu comportamento
bioquimico e fisioldgico, visando a maximizar a aquisi¢do de carbono (LARCHER, 2006; TAIZ
e ZEIGER, 2009). A tolerancia a seca € uma caracteristica de plantas capazes de resistirem
melhor a seca, de exibirem maior capacidade de obtencdo da &gua, ou de apresentarem maior
eficiéncia no uso da &gua disponivel (TAIZ e ZEIGER, 2009).

3.2.1 Déficit hidrico no arroz

Segundo Fageria (1980), o consumo de agua pela cultura do arroz de terras altas é
distribuido em 30% durante a fase vegetativa, 55% durante a fase reprodutiva e 15% na fase de
maturacdo, sendo o periodo reprodutivo o mais critico. A baixa produtividade do arroz no
ecossistema de terras altas é resultado da distribuicdo irregular de chuvas nas principais regides
produtoras, 0 que compromete as fases em que o suprimento adequado de agua € indispensavel,
acarretando reducdes significativas na produtividade de grdos (SANTOS et al., 2006;
CRUSCIOL etal., 2013).

O arroz reage a deficiéncia hidrica com redugdes na altura das plantas, &rea foliar e
producdo de biomassa, aborto de perfilhos, mudancas na massa seca das raizes e na profundidade
de enraizamento, atraso no desenvolvimento reprodutivo (GUIMARAES et al., 2011), sistema
radicular mais vigoroso, deposicao de cera nas folhas, enrolamento foliar, conforme o estresse €
intensificado (LUO, 2010).
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3.3 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

Na atmosfera existem, aproximadamente, cerca de 78% de Nitrogénio, principalmente
como di-nitrogénio (N.), que, em decorréncia da forca de ligacdo entre os &tomos da molécula, é
uma forma inerte para a maioria dos seres vivos (REIS et al., 2006). Para que esse N atmosférico
seja disponibilizado para a biosfera, € necessario que a ligacéo tripla entre os dois &tomos de N
seja quebrada e o N; seja reduzido, & amdnia (NHs), processo denominado de fixacdo, que pode
ocorrer por meio atmosférico, industrial e biologico (VITTI e HEIRINCHS, 2007; HERRIDGE
et al., 2008).

Em condicdes de baixa disponibilidade de nutrientes, as espécies vegetais ao longo do
processo evolutivo desenvolveram mecanismos que auxiliassem na captura de recursos, em
especial &gua e nutrientes (MOHAMMADI et al., 2011). Uma das respostas € a fixacao bioldgica
de nitrogénio (FBN), que é realizada por microrganismos edaficos que podem ou ndo formar
associacfes com vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com leguminosas, e tem maior
capacidade de fixar N atmosférico, sdo conhecidos como diazotréficos (BARBOSA et al., 2012).
As bactérias que por sua habilidade de colonizar os tecidos internos das plantas e estabelecer
intrinsecas relacdes de associacdo com seu hospedeiro, tém apresentado eficiente fixacdo de

nitrogénio atmosférico, como é o caso de Herbaspirillum (SANTI et al., 2013).

A cultura do arroz é altamente exigente em nitrogénio, sendo que este é o nutriente que
comumente mais limita a produtividade (NASCENTE et al., 2011), sendo importante para o
crescimento de colmos, raizes e folhas, aumentando o ndmero de perfilhos, o tamanho da
panicula e do grdo (LOPES et al., 2013).

Como o Nitrogénio é um nutriente mdvel, sua deficiéncia aparece primeiramente nas
folhas mais velhas da planta, devido a uma realocagdo de nutrientes em que se prioriza 0

desenvolvimento de 6rgaos mais novos da planta (TAIZ e ZEIGUER, 2009).

3.4 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

O estudo das interacGes entre planta e microrganismos vem se intensificando nos altimos
anos com o intuito de entender os varios fatores envolvidos para a selecdo de estirpes de

bactérias eficientes na promocao de crescimento das grandes culturas (FERREIRA et al., 2014)
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As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo juntamente com os fungos
arbusculares, o0s microrganismos mais conhecidos, sendo capazes de promover o0
desenvolvimento vegetal por meio de diferentes mecanismos (SILVEIRA, 2008; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Assim sendo, microrganismos benéficos podem melhorar o desempenho de
plantas sob condicdes de estresse e, consequentemente, aumentar a produtividade das culturas
(SANTOS et al., 2014a).

A utilizagdo de bactérias na formulagdo de inoculantes, ou biofertilizantes, vem sendo
utilizada e estudada em vaérias partes do mundo, sendo relatado que estas tecnologias podem
reduzir os custos de producdo e impacto ambiental e aumentar a produtividade das culturas
(ISAWA et al.,, 2010; BHATTACHARYYA e JHA, 2012). As mais conhecidas incluem
membros do género Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azoarcus e
Arthrobacter, sendo que algumas delas sdo encontradas na superficie das raizes enquanto outras
invadem os tecidos das plantas, sem ocasionar sintomas aparentes de doenca, quando sdo
conhecidas como endofiticas (STURZ e NOWAK, 2000; HARDOIM et al., 2008;
ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 2006).

A presenca de bactérias pode também levar a producdo de substancias osmorreguladoras
pela planta e assim atuar de forma sinérgica, colaborando na tolerancia a seca (DIMKPA et al.,
2009), podem produzir auxinas como o acido indol acético, aumentando o comprimento das
raizes das plantas, conduzindo assim a uma maior absorcdo de nutrientes do solo (YANG et al.,
2009).

A inoculacdo de bactérias diazotroficas na cultura do arroz, bem como em plantas da
familia Poaceae (gramineas), pode substituir a aplicacgdo em média de 40 kg de N.ha
dependendo da variedade de arroz utilizada (BALDANI et al., 2000; FERREIRA et al., 2003,
GUIMARAES et al., 2010).

3.4.1 Gluconacetobacter diazotrophicus

A bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus foi descrita por Cavalcante e
Ddobereiner em 1988, tendo sido nomeada inicialmente como Sacharobacter nitrocaptans e, em
seguida, como Acetobacter Diazotrophicus (GILLIS e KERSTERS, 1989). Logo apos, esta
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bactéria foi reclassificada como um membro do género Gluconacetobacter sendo, entdo,
nomeada como G. diazotrophicus (YAMADA et al., 1997; YAMADA et al., 1998).

A G. diazotrophicus pertencente ao filo das Proteobactérias, classe a-proteobacteria,
familia Acetobacteraceae, do género Gluconacetobacter, e é uma bactéria Gram-negativa, ndo
tem movimento espiralado, com pH étimo de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e com células
variando entre (0,7 a 0,8) x (2 a 4) um, ela utiliza acido 2-ceto glucénico como uma fonte de
carbono, o que favorece a fixacdo de nitrogénio (MENESES et al., 2011). Esta bactéria cresce
em alta concentracdo de sacarose (10% sacarose) e pH muito baixo (3,0) e tem a habilidade de
fixar nitrogénio em condic¢6es microaerofilicas (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988). O pH
6timo para crescimento estd ao redor de 5,5, embora os valores de pH e taxa de respiracdo
possam variar consideravelmente de acordo com as fontes de carbono (STEPHAN et al., 1991).

A sacarose a 10% ¢é a fonte de carbono que melhor promove o seu crescimento, mas
outros compostos também servem de fonte de carbono para esta bactéria, como: gluconato,
glicose, frutose, manitol, arabinose, meso-inositol, i-inositol,sorbitol, glicerol, galactose e
gluconate de s6dio (MUTHUKUMARASAMY et al., 1999).

Esta bactéria € muito sensivel a condicdes secas, mas tem alta tolerancia a tratamentos de
calor e concentragdes de sais no meio de cultura (TEJERA et al., 2003), ndo sendo eliminada
quando submetida a tratamento térmico (50°C por 2 a 3 horas), usualmente usado para controle
de patogenos causadores de doencas na cana-de-aclcar (ORTEGA et al., 2001). Dentre as
propriedades fisiolOgicas caracteristicas dessa espécie de bactéria destacam se a tolerancia a altas
concentrag0es de sacarose; acidez e habilidade de excretar o nitrogénio fixado, conforme
demonstrado por Cojho et al. (1993).

Segundo Meneses et al (2011), a fixacdo de nitrogénio depende da capacidade do
microrganismo estabelecer-se endofiticamente no interior da planta e, para que isso ocorra, 0
microrganismo deve ser capaz de invadir e proliferar nos tecidos da planta hospedeira,
ultrapassando as barreiras fisicas e quimicas que a planta estabelece, instituindo vias de infeccédo
e sitios de colonizacéo, e o estabelecimento desta relacdo dependem de uma seqiiéncia de etapas
e de uma relacéo especifica entre planta e bactéria.

3.5 Tolerancia sistémica induzida por Bactéria promotora de crescimento

As bactérias promotoras de crescimento, que se integram as raizes das plantas e tem a

capacidade de aumentar a produtividade e conferir as plantas caracteristicas de imunidade e
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tolerancia induzida por fatores abiéticos, como salinidade e seca (ARAUJO et al., 2012),
podendo também aumentar a absorcdo de nutrientes, reduzindo assim a utilizagcdo de insumos
quimicos, contribuindo com a reducdo de custos por parte dos produtores e contaminagédo de
agua e solo (YANG et al., 2009). Mas com a interacdo com as plantas, estas bactérias podem
causar mudancas fisioldgicas, proporcionar beneficios como aumento da absorcdo de nutrientes,
controles de fitopatdgenos, entre outros (MOREIRA e ARAUJO, 2011).

Bactérias que promovem o crescimento de plantas estdo associadas com a maioria das
espeécies vegetais, sendo capazes de estabelecer populacdes endofiticas nos diferentes tecidos e
Orgdos das plantas, sem causar qualquer sintoma visivel de sua presenca (GRAY e SMITH,
2005, HAYAT et al., 2010). Microrganismos benéficos podem melhorar o desempenho de
plantas sob condicdes de estresse e, conseqlientemente, aumentar a produtividade das culturas
(SANTOS et al., 2014).

O wuso de bactérias promotoras de crescimento vegetal podem auxiliar no
desenvolvimento de plantas sob condi¢bes de estresse, devido ao estimulo a producdo de
fitohormonios e fixacdo bioldgica de nitrogénio, que em conjunto com outras caracteristicas
induzidas por esses microrganismos, atuam no sentido de reduzir os efeitos negativos que o
estresse pode causar no desenvolvimento das plantas (ZAIED et al., 2003; POTTERS et al.,
2007). Esse processo € de suma importancia visto que aproximadamente 65% de nitrogénio
mineral aplicado com a adubacdo € perdido pela emissdo de gases e/ou erosdo
(BHATTACHARJEE et al., 2008; ADESEMOYE e KLOEPPER, 2009).

De acordo com Kasim et al. (2013), a presenca das BPCV pode aumentar a produgéo de
genes relacionados com o estresse hidrico e, consequentemente, promover tolerancia as

condicdes de estresse.

Além do processo de FBN, as BPCV podem auxiliar o desenvolvimento de plantas por
outros mecanismos, como: solubilizagdo de fosfatos pela liberacdo de &cidos orgénicos
(PEDRAZA, 2008; MOREIRA et al., 2010).

Segundo Lugtenberg e Kamilova (2009) as BPCV tém sido relatadas pela importancia em
melhorar diretamente o crescimento das plantas por uma variedade de mecanismos, tais como: a
fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico que é transferido para a planta, como faz os rizobios
em plantas leguminosas como a soja; a producédo de sider6foros quelantes de ferro que em altas

concentragfes pode inibir o crescimento de fitopatdgenos atuando assim no controle bioldgico de
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algumas fitopatologias; solubilizacdo de fosfatos organicos ou inorgénicos, contribuindo na
disponibilizagdo de fosforo as plantas e sintese de fitorménios.

3.6 Efeito das bactérias endofiticas na protecéo contra o estresse hidrico

A deficiéncia hidrica limita a absor¢do de &gua e nutrientes e, consequentemente, reduz a
germinacdo das sementes, abertura dos estdmatos, atividade fotossintética, transpiracao,
atividade enzimatica, e varios outros processos fisiolégicos e metabolicos, reduzindo o
rendimento e/ou a qualidade do produto (CASTRO e OLIVEIRA, 2005; LISAR et al., 2012). No
entanto, as plantas tém desenvolvido, evolutivamente, mecanismos adaptativos complexos
muitos destes somente possiveis gracas as interacbes com microrganismos benéficos (SANTOS
etal., 2014).

Quando o estimulo ao crescimento das plantas é direto, o microrganismo produz
fitormonios, ou substancias andlogas, capazes de estimular o crescimento e o desenvolvimento
das plantas (BANDARA et al., 2006, GUO et al., 2008, PEREZ-GARCIA et al., 2011). Quando
0 estimulo é indireto, o crescimento pode ser induzido pela melhoria da disponibilizacéo e
absorcao de nutrientes minerais e agua (PEREZ-GARCIA et al., 2011, ZHANG et al., 2011).

Segundo SANTOS et al.,, (2014), os microrganismos benéficos podem melhorar o
desempenho de plantas sob condicdes de estresse e, consequentemente, aumentar a
produtividade das culturas. A presenca de bactérias pode também levar a producdo de
substancias osmorreguladoras pela planta e assim atuar de forma sinérgica, intermediar
mudancas na elasticidade das paredes das células radiculares, colaborando na tolerancia a seca
(DIMKPA et al. 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da area experimental

O presente trabalho foi realizado no Viveiro de mudas da UEPB (Figura 9), localizado
nas seguintes coordenadas: 07° 12' 42,99°” de latitude Sul, 35° 54' 36,27’ longitude Oeste, 521
metros altitude, no Laboratério de Ecofisiologia de plantas cultivadas, ECOLAB, localizados no
CAMPUS I, em Campina Grande — PB e no Laboratdrio de Biologia Molecular e Genémica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal-RN, no periodo compreendido entre os

meses de outubro de 2013 a agosto de 2014.
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Foto: Luanna Maria Beserra Filgueiras
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Figura 9. Visdo da area experimental, Campina Grande/PB, 2015.

4.2 Caracteristicas climaticas

A cidade de Campina Grande tem clima do tipo Aw’i, segundo a classificagdo climatica
de Koppen, considerado como seco sub-tmido. O periodo chuvoso esté situado entre 0s meses
de marco a julho com precipitacdo pluviométrica em torno de 800 mm (1974-2004). A
temperatura maxima média anual é de 28,7 °C e a minima de 19,8 °C variando pouco ao longo
do ano (SOUSA JUNIOR, 2006).

4.3 Caracteristicas edaficas

O solo utilizado foi coletado nos primeiros 20 cm do horizonte A de um solo franco-
arenoso, proveniente do municipio de Esperanca-PB. Foram feitas as analises quimicas no
Laboratorio de Solos da UFCG, cujas caracteristicas estdo dispostas na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores da anélise quimica do solo da area experimental do Viveiro de mudas da UEPB.
Campina Grande/PB, 2015.

pHem H,O Al Ca+Mg Ca Mg P K N M.O.
cmol, dm™ mg dm™ %
5,10 0,00 2,30 1,50 0,70 * 31,00 0,12 1,69

*Resultado abaixo de 5 mg dm™

4.4 Fatores em estudo e tratamentos

O experimento foi realizado com o cultivo de arroz vermelho (Oryza sativa L.) constando
de duas condicBes de inoculagdo com a bactéria endofitica G. diazotrophicus (I1= sementes nao
inoculadas e 12= sementes inoculadas), um gen6tipo (405 Embrapa Meio Norte) em plantas com
diferentes condicdes de restri¢do hidrica, sendo Ul= 30-35%; U2= 50-55%; U3= 70-75% e U4=
100% da capacidade de campo. Utilizando delineamento inteiramente casualizados, em um
fatorial 2x4, sendo 8 tratamentos com 4 repeticdes, onde cada parcela foi constituida de um
lisimetro de drenagem sendo semeadas 70 sementes por lisimetro. Ap6s germinadas foi feito um

desbaste totalizando 60 plantas por parcela.

Os lisimetros apresentavam 100 cm de comprimento, 50 cm de largura e 50 cm de
profundidade, instalando-se na base um sistema de drenagem por meio de tubulacdo e registro;
foram preenchidos com uma camada de 5 cm de brita, mais 5 cm de areia grossa e preenchendo-

se o restante com material de solo franco-arenoso.

A irrigacéo foi realizada a partir da semeadura (Figura 11), mantendo-se a umidade do
solo proximo a capacidade de campo. Quando as plantas estavam na fase R3 (emissdo das
paniculas), foram coletadas amostras de solo, diariamente, e medidos o0s potenciais hidricos do
solo por psicrometria, utilizando o Dewpoint Potentia Meter (WP4-T), associada a uma curva de
retencdo de agua no solo (figura 10). Assim, foi determinando a quantidade de agua reposta ao
dia em cada nivel de restri¢do hidrica, até a expansdo dos gréos, onde teria maior quantidade de

gréos alongados R6 (gréos leitosos).
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Figura 10. Curva de retencéo de agua no solo, EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica — RJ.
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Figura 11. Fases e estagios reprodutivos do arroz (Fonte: LANNA et al., 2013) adaptada.
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Adicionalmente, ap6s o regime de restricdo hidrica (15 dias) as plantas foram irrigadas
normalmente, tendo sido analisadas também 1 (uma) hora apds a reidratacao.

As fases e os estagios do ciclo foram baseados em critérios contidos em Counce et al.,
(2000) (Figura 12).

Fase RO
Reprodutiva Rl R2 RS Be
Siat Inicio do Emissio da panicul Antese:um ou
Estadio g i iacd a P
Morfolégico desenvolvimento da I:t.'er::;::lc:o !:l:rtl‘:l.l::ob‘::;zil: na bainha, ponta 7 mais floretes da
panicula P i acimadocolar |paniculaem antese|
Tlustracido I it
WK
J
/
Fase
Reprodutiva RS o ™ e o
Secamento di : Maturagio do grio:
Expansio do grio: Expansdo do grio: | 4 menoson; :'r:: a0 ::Foso mon :ri: C:': p::;::' '::d‘::,d.
Estadio panicula do colmo Nimero maior de | o colmo principal | do colmo principal e
Morfologico |  Principal mostra grios alongados. | mostra-se com apresenta-se com | gg T n et
grios alongados. pericarpo amarelo. pericarpo marrom. mArTom.
Hustragio

Figura 12. Fase reprodutiva do arroz. FONTE: adaptada de COUNCE et al., 2000.



28

4.5 Processo de Inoculagao

Na inoculacdo, foi utilizada uma estirpe selecionada de G. diazotrophicus pela suas
caracteristicas de solubilizar fésforo in vitro, produgdo de AIA e reducdo de acetileno: G.
diazotrophicus PALS. A estirpe foi reativada em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio DYGS
(2 g de glicose; 1,5 g de Peptona; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g de KH,PO,.7H,0; 0,5 g de
MgSQO,.7H,0; para 1L, pH 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al., 1986), a 30 °C sob agitacdo a 150
rpm por 48 horas. Em seguida foi semeada em placas com meio semi-especifico, LGI-P
(DOBEREINER et al., 1995). Apds a verificacdo da pureza, a estirpe foi multiplicada em tubos
contendo meio DYGS nas condicBes citadas anteriormente. As células foram lavadas com
solucdo salina e a densidade dptica (em 600 nm) foi ajustada para 0,9 — 1,5 ml, onde logo ap6s
esta ressuspensao bacteriana foi utilizada para inocular em Erlenmayers de 250 ml, contendo 50
ml do meio DYGS a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas. O nimero de células viaveis foi
determinado pelo método de microgota, no respectivo meio para cada bactéria (SPENCER e
RAGOUT, 2001). Em sequida, 15 ml do caldo bacteriano foi adicionados em sacos de
polipropileno contendo 35 g de turfa para produzir o inoculante utilizado. Em seguida, o
inoculante foi homogeneizado e incubado a 30 °C por um periodo de 24 horas (fase de

maturacao).

As sementes de arroz foram umedecidas com agua estéril e misturadas com a turfa numa
proporcéao de 250 g de inoculante para cada 20 kg de sementes de arroz (FERREIRA, 2004), (59
de turfa, 150 g de sementes e 10 ml do meio). Em seguida as sementes inoculadas foram

colocadas para secar a sombra.

4.6 Semeadura

A semeadura foi realizada em Fevereiro/2014, com 70 sementes por lisimetro,
distribuidos em duas filas na profundidade de 3 cm, deixando-se apenas 60 plantulas por

lisimetro, realizando-se o desbaste 3 dias ap0s germinacéo.

4.7 Tratos culturais

Os tratos culturais constaram da remocédo de plantas daninhas (tiririca) manualmente, na

medida em que surgiam no interior dos lisimetros. Ndo foram observados a ocorréncia de
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doencas em todo o periodo do experimento, mas constatou-se uma praga do tipo lagarta, sendo
necessario fazer uma aplicagdo do inseticida SUMIDAN®, com uma dosagem de 5ml pra 8

litros, conforme a orientacdo do fabricante.

4.8 Adubacéo

A adubacdo foi realizada com sulfato de aménio ((NH4)2S0O,), como fonte de Nitrogénio
(N), utilizou-se 18 gramas dividido em duas aplicacdes, a primeira foi apos a germinacéo, e a
segunda antes do estresse hidrico, no surgimento das paniculas. O sulfato de aménio foi diluido
em agua e a dose baseou-se nos dados da analise de amostras do solo, quantidades recomendadas
para cultivo de arroz (VELOSO et al., 2009). A utilizacdo de outros nutrientes ndo foram
necessario, devido o solo ja disponibilizar dessa suplementacdo, uma vez que era este bastante

rico em matéria organica.

4.9 Periodo de coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada depois de 15 dias que as plantas estavam sob
estresse hidrico, na fase reprodutiva. Foram coletadas duas folhas por repeti¢do, com auxilio de
luvas, tesoura, as quais foram envolvidas em papel aluminio, em seguida, postas no gelo e
imediatamente armazenadas para freezer a -80°C, para conserva-las. Uma hora apds reidratar
todas as plantas em todos os tratamentos, foram coletadas novas amostras para analises e

comparagdo com as plantas no estresse, seguindo 0 mesmo procedimento.

4.9.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado

Foi realizada uma contagem do numero mais provavel (NMP) das células do inoculante e

da populacéo aderida as sementes de acordo com (DOBEREINER et al., 1995).
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4.9.2 Estimativa do nimero mais provavel (NMP) nas raizes e a nas folhas

Foi utilizada a técnica do NMP, também de acordo com a metodologia descrita por
Ddbereiner et al. (1995). A contagem foi feita na época do estabelecimento do estresse. Foram
trituradas 5 g de raiz e folhas, separadamente, lavadas no liquidificador, com 45 ml de agua
destilada estéril e em seguida foram diluidos seriadamente ate 10°. Logo apés, 100pl dos 4
extratos mais diluidas foram colocados em frascos com 5 ml dos meios LGI-P. A contagem foi
realizada apds 7 dias de incubag&o.

4.10 Colheita

A colheita foi realizada de forma manual aos 125 dias apds a semeadura (DAS), através
de operacOes de corte, recolhimento das plantas e dos grdos de arroz vermelho quando

encontravam-se entre 18 a 23% de umidade.

4.11 Variaveis em estudo

4.11.1 Variaveis de Crescimento

As variaveis de crescimento avaliadas foram: altura da bainha, area foliar, realizadas

durante o periodo de estresse.

A éarea foliar foi determinada em (cm?), quantificadas através de um Medidor de area
foliar de bancada, LICOR®, Modelo LI-3100C, onde foram coletadas 3 touceiras por lisimetro,

totalizando 12 plantas por repeticao.

As razes de area foliar foram calculadas pelo quociente entre a area foliar e a produgéo

de massa seca da parte aérea, conforme descrito por Benincasa (2003).

No final do experimento foram coletados o material vegetal de 3 plantas Uteis por parcela,
12 plantas por repeticdo, realizando-se a particdo de fitomassa seca em: folhas, colmo, (parte
aérea), raizes. E estas porgdes foram colocadas em estufa de circulacdo de ar-forcado a 70°C, por
48 horas até perder todo o volume de &gua, com posterior pesagem em balanga de precisdo para
obtencéo dos resultados de fitomassa seca, sendo calculado também a relag&o raiz/parte aérea.
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4.11.2. Trocas Gasosas e Fluorescéncia da Clorofila a

Foram também avaliadas as trocas gasosas, como: Concentracdo de carbono interno
(Ci)(umol m™? s™), Fotossintese liquida (A) (umol m? s™), transpiracéo (E) (umol de H,O m? s
1) e condutancia estomatica (gs) (umol de H,O m™ s™) na terceira folha contada a partir do 4pice.
De acordo com essas analises, também, foi quantificada a eficiéncia instantanea no uso da agua
(EUA) (A/T) [(umol m? s*) (umol de H,O m? s%)-1], eficiéncia intriseca do uso da &gua
(EiUA) (A/gs) [(umol m? s™).(umol de H,0 m? s™)-1], eficiéncia instantanea de carboxilagio
(EIC) (A/Ci) [(umol m? s1).(umol m? s)] (SCHOLES e HORTON, 1993; NEVES e
SCHVARTZMAN, 2002; KONRAD et al., 2005), utilizando-se um analisador de gas
infravermelho IRGA (ACD, modelo LCPro, Hoddesdon, UK), com fluxo de ar de 300 mL.min’
le fonte de luz acoplada de 995 pmol m™?* para as avaliacdes.

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas utilizando um fluordmetro
portatil modulado OS5p (Opti-Sciences, Hudson, USA). O rendimento quéantico potencial do
fotossistema 1l (FSII) (VAN KOOTEN e SNEL, 1990) foi calculado ap6s 30 minutos de
adaptacdo ao escuro como Fv/Fm = (Fm-FO)/Fm, em que FO e a fluorescéncia minima, excitada
por uma luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 pmol.m?.s™) e Fm e a fluorescéncia
méxima obtida pela aplicacéo de um pulso de 0,8s de luz actinica saturante (>6000 pmol.m=.s™).
Os rendimentos das vias competitivas de desexcitacdo da energia absorvida no FSII: rendimento
quantico efetivo, Y(II); rendimento quantico de dissipacdo regulada, Y(NPQ); e o rendimento
quantico de dissipacdo ndo regulada, Y(NO); foram determinados de acordo com Kramer et al.
(2004) e Klughammer e Schreiber (2008). O Y(II) foi utilizado para estimar a taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR) de acordo com Bilger et al. (1995): ETR = Y(Il) x DFF x 0,5 x
0,84, onde DFF e a densidade de fluxo de fétons (umol m? s™) incidente sobre a folha, 0,5 0
valor correspondente a fracdo da energia de excitagdo distribuida para o fotossistema Il (FSII)
(LAISK e LORETO, 1996), e 0,84 o valor correspondente a fragdo de luz incidente que e
absorvida pelas folhas (EHLERINGER, 1981).

Para determinacdo da capacidade de fotoprotecdo e a suscetibilidade a fotoinibicdo ao
excesso de radiacdo, dez plantas/tratamento foram aclimatadas ao escuro por 10 horas e entdo
expostas por 60 minutos a uma DFF com intensidade superior a 1500 umol fotons m?2s™. Apos
esse periodo, os coeficientes de extincdo dependente de energia (%QE), estado de transicéo
(%qT) e fotoinibitorio (%ql) do excesso de energia absorvida foram determinados usando-se a
cinética de relaxamento de Fm, submetendo-se as folhas a pulsos de luz actinica saturante (0,8s

de 6000 pumol m? s™) em intervalos de 1, 5 e 20 min de aclimatagdo ao escuro, em que foram
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obtidos os valores de Fm’1l, Fm’5 e Fm’20, respectivamente. Diante desses valores, foram
calculadas as variaveis nF1 (Fm- Fm’1), nF5 (Fm-Fm’5) ¢ nF20 (Fm-Fm’20) que, por sua vez,
foram utilizadas para determinar os valores de gE, qT e gl (LICHTENTHALER et al., 2005).

4.11.3 Variaveis Bioguimicas

Apo6s analises fisioldgicas, foram coletadas amostras foliares para verificacdo de
pigmentos fotossintéticos, acondicionadas imediatamente ao gelo, esse material foi utilizado na

quantificacdo da clorofila.

4.11.3.1 Teores de clorofila a, b e carotendides

Os teores de clorofila e carotenoides foram determinados segundo o método proposto por
Hiscox e Israelstam (1979). Foram retirados discos foliares de area conhecida (0,3927 cm?/disco)
e imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), em tubos vedados e envoltos
em papel aluminio. Os tubos foram mantidos no escuro em temperatura ambiente por um periodo
de aproximadamente 48 horas. Apos a extracdo, a absorbancia das amostras foi determinada em
250 uL do extrato a 480, 649 e 665 nm com o auxilio do espectrofotdmetro de microplaca da
Multiskan GO - Thermo Scientific. O calculo dos teores de clorofila e carotendides, expressos
em mg.g™, foi realizado de acordo com as equacdes propostas por Wellburn (1994) para extratos
em DMSO. Onde, Chl, = (12,19 X Ages) - (3,45 X Asag), Chlp = (21,99 X Asag) - (5,32 X Ages) €
Cx+c = (1000 x Aygo — 2,14 Chl, — 70,16 Chlyp) / 220.

4.11.3.2 Teor de Prolina

O teor de prolina foi determinado utilizando-se 0 método de Bates et al. (1973). Para a
realizacdo do teste colorimétrico, pipetaram-se aliquotas de 1,0 mL do extrato bruto; 1,0 mL de
ninhidrina acida; 1,0 mL de &cido acético glacial. Apds banho-maria fervente por 60 min.,
resfriaram-se os frascos e 150 pL foram colocados nos microtubos e efetuou-se leitura do
composto colorido a 520 nm, com o auxilio do espectrofotdbmetro de microplaca da Multiskan

GO - Thermo Scientific. Como referéncia, foi utilizada uma curva padrdo com L-prolina.
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4.11.3.3 Peroxidacao de lipidios

A peroxidagdo de lipidios foi avaliada estimando-se o teor de substancias reativas ao
acido 2-tiobarbiturico (TBA) e expresso em equivalentes de aldeido malénico, MDA
(CAKMAK e HORST, 1991). A extracdo foi realizada pela homogeneizacdo de amostras
foliares em 4mL de &cido tricloroacético 0,1% (p/v) e 0 homogenato sera centrifugado a 15.000
g, por 15 min, a 4°C. Os tubos foram fortemente agitados e incubados a 90°C, por 20 min. A
reacdo foi paralisada em banho de gelo e a mistura clarificada por centrifugacdo a 13.000 g, por
8 min a 4°C. Em seguida, a absorvancia (ABS) em 250 uL da amostra foi registrada a 532 nm
em espectrofotdbmetro (de microplaca da Multiskan GO - Thermo Scientific) e a ABS

inespecifica (a 600 nm) descontada.

4.11.3.4 Glicina betaina

A glicina betaina foi determinada segundo o método de Grieve e Grattan (1983). As
amostras serdo maceradas em 2 mL de agua destilada sob agitacdo constante, a temperatura
ambiente, por um periodo de 4 horas, seguindo de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos, a 25
°C. O sobrenadante foi coletado e dele retirado uma aliquota de 250 pL para a quantificagao de
glicina betaina. Para isso, 250 puL de 4cido sulfurico concentrado foram adicionados a cada
amostra, seguindo de incubacdo em banho de gelo por 1 hora. Apés esse tempo, 200 pL de
iodeto de potassio (a aproximadamente 8°C) foram adicionados e a mistura incubada por 16
horas a 0 °C. As amostras foram centrifugadas a 3.500 g, por 15 minutos a 0 °C, e o residuo
coletado. Em seguida, lavado por duas vezes em 2 mL de acido sulfurico 1 N (a
aproximadamente 8 °C) e apés centrifugacédo a 3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, o precipitado foi
dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano, por meio de agitacdo vigorosa. Apos 2,5 horas de
repouso, a ABS de 250 pL das amostras foi obtida a 365 nm, com o auxilio do espectrofotdmetro
de microplaca da Multiskan GO - Thermo Scientific, e para os célculos sendo utilizada uma

curva padrdo de glicina betaina. Os resultados foram expressos em mg glicina betaina g MS.

4.12 Componentes produtivos

Com relacdo aos componentes produtivos, foram analisados 0s seguintes: nimero de

paniculas por touceira, massa seca de 1000 g e a massa da produtividade total. Logo apds a
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colheita, as sementes foram pesadas e colocadas em estufa de circulagdo de ar-forcado a 105°C,
por 24 horas até peso constante em balanca de precisdo para obtengdo dos resultados da massa

seca dos graos.

4.13 Analises estatisticas

Os dados das variaveis respostas serdo submetidos a andlise de variancia pelo teste F, e
comparando-se as médias por meio do teste t e do teste de Tukey a 5% de significancia
utilizando-se do programa SIGMAPLOT (2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado

A contagem do numero de células viaveis presentes no inoculante mostrou uma
populacdo acima de 108 g™ e a auséncia de contaminantes (Tabela 2). Trabalhos realizados na
Embrapa Agrobiologia, com o intuito de selecionar o veiculo de inoculacao utilizando as estirpes
Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. mostraram que, o nimero de células vidveis se mantém
acima de 108 g™ por até 180 dias apés a producdo (FERREIRA, 2004). Bashan (1998)
recomenda que a populagdo no inoculante seja superior a 108 células g™ para se obter uma
inoculacdo bem sucedida. E entdo, a contagem do nimero de células presentes nas sementes
peletizadas mostrou uma populacdo ao redor de 109 células g na semente. E importante
introduzir no solo um ndmero suficiente de células para garantir uma populacdo com a
capacidade de competir com os microorganismos nativos e sobreviver as condi¢des adversas no

solo.
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Tabela 2. Contagem realizada no inoculante produzido e nas sementes inoculadas com a estirpe G.

diazotrophicus PALS5, utilizada no experimento. Campina Grande/PB, 2015.

Log do n° células g™

Tratamentos pseios de Semente Semente ndo

Inoculante .
cultura inoculada inoculada

PAL5 LGI-P” 9,65 9,30 N.D.

“Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (N&o detectada)

5.2 Estimativa do nimero mais provavel (NMP) nas raizes e nas folhas

A analise sobre o numero de bactérias diazotroficas presentes nas raizes e folhas lavadas,
avaliadas durante o estadgio de desenvolvimento reprodutivo, mostrou a presenca de bactérias
diazotréficas em todos os tratamentos inoculados, porém ndo tendo sido detectadas nos
tratamentos controle (ndo inoculados) (Tabela 3). Em todos os tratamentos inoculados se
verificaram concentragdes de G. diazotrophicus PAI5 maiores que 105 UFC g™. Punschke et al.
(2005), encontraram resultados similares quando quantificaram bactérias diazotréficas em duas
variedades de arroz cultivadas no Uruguai, onde 69% das amostras de raizes apresentaram
concentracdes maiores que 105 UFC g™*. Por outro lado, Sabino (2007) ndo encontrou diferenca
no namero de células entre os tratamentos inoculados com B. brasilense e H. seropedicae e 0s
ndo inoculados em plantas de arroz avaliadas nos estadios de florescimento e maturacdo de

gréos.

Dentre os microorganismos com capacidade de fixar nitrogénio existem diferentes
procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas que
apresentam grande diversidade morfoldgica, fisioldgica, genética e filogenética (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo, particularmente na rizosfera, estd uma grande
parte das bactérias diazotroficas (WAKELIN et al., 2009). Baldani (1996) sugere que em
sistemas com solo, o controle ndo inoculado possui populacGes nativas de bactérias diazotroficas
que alcangam o0 mesmo numero que as inoculadas. Estes resultados mostram que as populagdes

submetidas as mesmas condicOes tendem a estabilizar-se no solo. No entanto a presenga de
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bactérias diazotréficas ndo necessariamente significa que a planta se beneficie da fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN) ou outros mecanismos de promocao de crescimento vegetal.

Foi observada diferenca na populacdo de bactérias entre os tecidos de arroz vermelho
coletados sob as condicdes testadas (Tabela 3). Rouws et al. (2010) também ndo encontraram
uma tendéncia definida a respeito do comportamento das estirpes H. seropedicae ZAE94, S.
azotifigens e S. trueperi testadas durante o ciclo da cultivar de arroz BRS Talento. Experimentos
de inoculacdo de arroz com e sem adubacgdo nitrogenada mostraram que 0 nimero de bactérias
diminuiu com a idade da planta, atingindo o equilibrio no estadio de maturacdo, o que
corresponde a fase final do ciclo da cultura (BALDANI, 1996; FERREIRA, 2004).

Tabela 3. Estimativa do ndmero mais provéavel (Log do n® células g™) de G. diazotrophicus PALS5
presentes nas raizes e folhas de plantas de arroz vermelho. Coletadas nas fases de desenvolvimento
vegetativo. Campina Grande/PB, 2015.

Tratamento Meio de Cultura Reprodutivo
Raizes Folhas
Né&o inoculado LGI-P™ N.D. N.D.
PALS LGI-P™ 544 +£0.24" 5.36+0.34

“Média + desvio padrdo (n=3),  Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (N&o detectada).

No estudo dos fatores de diferentes condi¢cfes de restricdo hidrica (100%, 70%, 50% e
30% da capacidade de campo) e as condi¢Oes de inoculagdo (com e sem inoculagdo) do arroz
vermelho 405 Embrapa meio norte influenciaram, significativamente, nos resultados das
variaveis estudadas (crescimento, ecofisiolégicas, bioquimicas e produtivas) nas avaliagdes sob

estresse de 15 dias, analisados a 1% de probabilidade.
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5.3 Andlises de crescimento

5.3.1 Altura da bainha

O déficit hidrico foi imposto a partir dos 90 DAE, durante a emissdo das paniculas (fase
reprodutiva), permanecendo até os 105 DAE. Durante esse periodo foi possivel observar uma
diferenga significativa na altura da bainha entre os tratamentos de 30%, 50%, 70% e 100% de
restricdo hidrica no genotipo BRS 405 Embrapa Meio Norte de arroz vermelho inoculado com
G. diazotrophicus e ndo inoculado (Figura 13). Verificou-se ainda que a altura da bainha das
plantas de arroz vermelho foi maior no tratamento controle, 100% da CC, havendo um

decréscimo a medida que se diminuira a porcentagem de dgua no solo.

Vale ressaltar que, a agua estd envolvida em Varios processos na planta, dentre eles o
crescimento celular, através da turgescéncia, e dessa forma, a diminuicdo da disponibilidade de
agua, devido ao aumento da tensdo de agua no solo, reduz o crescimento e desenvolvimento da

planta, refletindo também no acimulo de massa seca (MAUAD et al., 2011).

Comparando os tratamentos de deficiéncia hidrica, percebe-se que ndo houve efeito
significativo entre os niveis de 100% e 70% de CC para o arroz inoculado, diferenciando de 50%

e 30%, enquanto que o arroz ndo inoculado diferenciou em todos os tratamentos.
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Figura 13. Altura da Bainha (cm) do arroz vermelho sob diferentes condi¢es de restricdo hidrica e
diferentes condicdes de inoculacdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padréo da
média de vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem pelo teste t (p<0,05)
(condicao de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras minusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de

variacao.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram que a inoculacdo foi benéfica
a altura da bainha das plantas do arroz vermelho nas condicGes testadas. Porém Kuss et al.
(2008), estudando a inoculagdo de bactérias diazotroficas e desenvolvimento de plantulas de
arroz irrigado em solo e cdmara de crescimento, utilizando a variedade IRGA-420 aos 40 DAS,
combinagéo entre doses de nitrogénio na forma de uréia (0, 60 e 120 kg.ha), inoculacio com
Azospirillum brasilense e o tratamento controle, ndo observou diferencas significativas entre os
tratamentos quanto a altura de plantas, porém, a inoculacdo promoveu aumento na variavel

analisada.

As plantas submetidas ao processo de inoculagdo concentraram uma maior altura da
bainha no gendtipo de arroz inoculado com G. diazotrophicus comparando com as plantas néo
inoculadas em todos os tratamentos de restricdo hidrica. Estes dados corroboram com o0s
resultados reportados por Ramos et al. (2010), que ao avaliarem o crescimento de plantas de

milho inoculadas com Azospirillum lipoferum (estirpe BR 11084), 30 dias ap0s a semeadura,
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observaram aumento na altura de plantas de 21,4%, quando as plantas foram inoculadas com a
adicdo de 30 kg. ha™ de N, e aumento de 17,6%, quando houve apenas a inoculagdo. Resultados
encontrados por Pedrinho et al. (2010), constataram que houve diferencas entre os tratamentos
controle, inoculacdo com A. brasilense e Sphingomonas spp. quanto a altura de plantas de milho
aos 70 dias apds a emergéncia das plantulas. Esta caracteristica € importante, pois cultivares de
porte alto e colmo fraco podem acamar mais facilmente, principalmente quando recebem doses
altas de nitrogénio, uma vez que este nutriente estimula o desenvolvimento foliar e o crescimento
das plantas (NASCENTE et al., 2011). A busca por técnicas e/ou praticas culturais de baixo
investimento e que possam aumentar a tolerancia das plantas a periodos de deficit hidrico, é de
fundamental importancia para reduzir as perdas da lavoura arrozeira e adequar a escassez de
recursos hidricos (MAUAD et al., 2011).

Como observado, em todos os niveis de restricdo hidrica, houve um aumento
significativo na altura da bainha quando as plantas estavam inoculadas com G. diazotrophicus,
assim atenuando o efeito do estresse sobre essa caracteristica (Figura 13). A utilizacdo de
microrganismos incluindo micorrizas arbusculares (AM) fungos e rizobactérias promotoras do
crescimento (PGPR) tem sido comprovadamente eficaz sob o estresse hidrico. Esses microbios
podem simbioticamente ou ndo simbioticamente promover o crescimento vegetal sob diferentes
condicdes, incluindo estresse hidrico. A grande contribuicdo desses microrganismos do solo para
0 crescimento da planta e producdo de vegetal pode ser de grande significancia ambiental e

economicamente.

5.3.2 Area foliar

Diferencas significativas para area foliar foram observadas nos niveis de porcentagem de
agua do solo, e também nos tratamentos inoculado com G. diazotrophicus (Figura 14). Dessa
forma, verificou-se reducdo da area foliar das plantas de arroz vermelho inoculado no decorrer
do aumento da restri¢do hidrica, sendo mais acentuada com 30% CC, acontecendo 0 mesmo com
as plantas ndo inoculadas, observou-se uma diminui¢do da area foliar nas duas condicdes de

plantas inoculadas e ndo inoculadas.
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Figura 14. Area foliar do genétipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de restricio hidrica e
diferentes condicdes de inoculacdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da
média de vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem pelo teste t (p<0,05)
(condicao de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras minusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de
variacao.

Percebe-se, entretanto, um maior crescimento de plantas inoculadas com G.
diazotrophicus em relacdo as plantas ndo inoculadas indicando que a bactéria possui efeito
benéfico para as plantas de arroz vermelho sob deficiéncia hidrica, demonstrando que as plantas
submetidas a menores quantidades de agua tiveram dificuldades tanto no crescimento radicular,
como em todo desenvolvimento da mesma. Bosco et al. (2009), afirma que o crescimento e o
desenvolvimento das folhas de arroz s&o influenciadas pela presenca/auséncia de agua no solo,

entre outros fatores. Deixando claro que a agua € um fator limitante na producéo do arroz.

A inoculacdo de sementes de varias espécies vegetais, como tomate, pimentdo, canola,
feijao e alface, com PGPR pode resultar em aumento de raiz e parte aérea, massa seca, frutos e
producdo de sementes e no aumento da tolerancia das plantas ao estresse hidrico (GLICK et al.,
1997; MAYAK et al., 2004; YILDIRIM e TAYLOR, 2005; BARASSI et al., 2006;
EGAMBERDIEVA et al., 2013). De acordo com Creus et al. (2004), as PGPR podem alterar as

relacdes planta-agua e revelar um reforcado ajuste osmatico.
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Outro fator importante encontrado, é que no genoma de G. diazotrophicus estdo presentes
genes responsaveis pela sintese de giberelinas. Onde, giberelinas séo responsaveis por papeis
ativos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas, crescimento de caule e folha,
inducdo floral e crescimento de flores e frutos. Da mesma forma, a producdo de giberelina por

PGPR promove o crescimento e rendimento de muitas plantas cultivadas.

5.3.3 Massa seca das raizes, da parte aérea e relacdo raiz/parte aérea

Segundo Guimaraes et al. (2011) estudando sistema radicular do arroz de terras altas sob
deficiéncia hidrica, verificaram que o arroz reage a deficiéncia hidrica com reducdes na altura
das plantas, area foliar e producéo de biomassa, aborto de perfilhos, mudancas na massa seca das
raizes e na profundidade de enraizamento e atraso no desenvolvimento reprodutivo. Na
tolerancia a seca, as respostas das plantas podem variar dependendo da severidade e da duracao
de imposicdo do estresse, do estagio fenoldgico e do material genético (SHAO et al., 2008). A
seca € um dos principais estresses ambientais que limitam o crescimento das plantas e a
producdo agricola (SALEEM et al., 2007).

O efeito da inoculacdo com a bactéria G. diazotrophicus e dos diferentes niveis de
restricdo hidrica sobre a massa seca da parte aérea (folhas + colmos) (MSPA), massa seca das
raizes (MSR) e relacéo raiz/parte aérea (RPA) das plantas de arroz vermelho foi significativo,
expressando melhores resultados para as plantas inoculadas, principalmente para o tratamento
controle, 100% CC (Figura 15).
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Figura 15. Massa seca da parte aérea, massa seca de raiz e relacdo raiz/parte aérea do genotipo de arroz
vermelho sob diferentes condicdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagdo. Campina
Grande/PB, 2015. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem pelo teste t (p<0,05)
(condicao de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras minusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de
variacao.

Para (MSPA), foi observada diferenca significativa em 100% e 50%, 70% e 30% em
relacdo ao estresse hidrico, enquanto que para o fator inoculado com G. diazotrophicus 100% e
70% se diferiram dos demais inoculados, e 100%, 70%, 50% foi superior a 30% para as plantas
ndo inoculadas. Dentro dos tratamentos estudados para a variavel MSR, 100% e 70% obtiveram
as melhores médias e ndo diferenciaram entre si a respeito da inoculacdo, mas sobre o déficit
hidrico o de 70 % obteve um melhor comportamento. Enquanto que 50% e 30% obtiveram o
mesmo desempenho dos outros niveis de estresse, sendo que com resultados menores, e ndo
tendo diferenca entre inoculado com G. diazotrophicus e ndo inoculado. Na varidvel RR/PA 0s
tratamentos que alcancaram as melhores médias foram os inoculados com 100%, 70% e 50%
comparando com o nédo inoculado, sendo que o de 50% ndo teve diferenca nas inoculagdes. E no
de 30% o ndo inoculado respondeu melhor que o inoculado. J& comparando a restri¢do hidrica,

70% e 50% se destacaram melhor, comparando com o0s demais que obtiveram menores
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resultados. A particdo de assimilados entre raiz e parte aérea, contudo, ndo é afetada pela
deficiéncia hidrica, quando o estresse é imposto gradualmente (GUIMARAES et al., 2011).

Estudos realizados por Guimardes et al., (2010), avaliando bactérias diazotroficas e
adubacdo nitrogenada em cultivares de arroz, observaram que plantas de arroz inoculadas e sem
a suplementacdo com N-mineral ndo apresentaram diferencas, com relagdo ao controle, porém,
0s tratamentos que receberam adubacgéo nitrogenada na forma de sulfato de amoénio obtiveram
maiores acumulos de massa seca. Araljo et al. (2013) estudando a qualidade de sementes de
milho em resposta a adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com bactérias diazotréficas
verificaram que a presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio e/ou do adubo nitrogenado
favoreceu a producdo de massa seca total, assim como a auséncia do nitrogénio diminuiu o
rendimento de massa seca, sendo semelhante ao experimento realizado por Conceicgéo et al.
(2008), que analisando o recobrimento de sementes de milho com acidos humicos e bactérias
diazotroficas endofiticas, observaram que a inoculacdo com bactérias diazotroficas embora nao
tenha afetado a germinacdo das sementes, aumentou o desenvolvimento da parte aérea das
plantas, provavelmente devido a acdo das bactérias sobre o alongamento celular, pela
turgescéncia celular. Karthikeyan et al. (2007), também observaram que a inoculacdo da semente
de Catharanthus roseus (L.) com bactérias diazotroficas (Azospirillum e Azotobacter), aumentou
0 comprimento de raiz, da parte aérea, assim como o vigor e 0 acumulo de massa seca das
plantulas de milho. Enquanto que pesquisas realizadas por Guimardes et al. (2011), analisando o
sistema radicular do arroz de terras altas sob deficiéncia hidrica, verificaram que o mecanismo de
aumento do sistema radicular em duas cultivares de arroz (Agulhinha Tardio (CA800143) e
Vermelhdo (CA800150), foi acionado pelo efeito da deficiéncia hidrica, certamente pelo ajuste
osmatico na zona de crescimento das raizes, que induz aumento do potencial de pressao,

favorecendo o alongamento e a diviséo celular e, por conseguinte, o crescimento radicular.

A associagdo de G. diazotrophicus com plantas de arroz & conhecida e estudos ja
demonstraram a capacidade de colonizacdo de plantulas de arroz por essa bactéria
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2005; ROUWS et al., 2010; MENESES et al., 2011). Existem
evidéncias crescentes de que as BPCV afetam as concentracdes hormonais nas raizes, e tambem
podem alterar a sinalizacdo de longa distancia entre a raiz e a parte aérea (BELIMOV et al.,
2009). Entretanto, o arroz reage a deficiéncia hidrica com redugdes na altura das plantas, area
foliar e producdo de biomassa, aborto de perfilhos, mudancas na massa seca das raizes e na
profundidade de enraizamento e atraso no desenvolvimento reprodutivo (GUIMARAES et al.,
2011).
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O aumento da massa radicular nas plantas inoculadas com G. diazotrophicus e sob déficit
hidrico pode ter sido influenciado pela producédo de fitohorménios vegetal por parte da bactéria,
uma vez que esta apresenta duas rotas para sintese de AIA e produz esse hormonio de forma
significativa o que aumenta o sistema radicular proporcionando melhor absorcdo de nutrientes

pela planta.

As auxinas derivam a partir do metabolismo do triptofano, e os seus efeitos dependem da
concentracdo, o Orgdo afetado, e do estado fisiologico das plantas. Auxinas podem ser
sintetizadas pela planta e por microrganismos, onde apenas diferem na via de biossintese,
dependendo da planta e/ou do microrganismo. Mais de 80% das bactérias do solo presentes na
rizosfera sdo capazes de produzir auxinas; assim, o potencial destes microorganismos para afetar
os niveis enddgenos deste regulador e, consequentemente, os seus efeitos sobre o crescimento
das plantas sdo notaveis. Auxinas afetam principalmente as raizes das plantas (SALISBURY,
1994). Auxinas liberadas por rizobactérias afetam principalmente o sistema radicular,
aumentando seu tamanho e massa, numero de ramificacdo, e a area de superficie em contacto
com o solo. Todas estas mudancas levam a um aumento da sua capacidade para sondar o solo
para a troca de nutrientes, assim melhorando a nutri¢do das plantas e capacidade de crescimento
(GUTIERREZ MANERO et al., 1996). Outro resultado importante da inoculacdo com as

bactérias produtoras de auxina é a formacéo de raizes adventicias, que derivam da haste.

5.4 Analises ecofisiologicas

5.4.1Trocas gasosas

As plantas sdo frequentemente sujeitas a diferentes estresses abidticos que sdo
determinados pela distribuicdo geografica e que afetam adversamente o crescimento,
desenvolvimento e a produtividade agronémica. A seca € uma das principais restricbes sobre a
produtividade da planta em todo o mundo e espera-se 0 aumento desta condi¢do adversa
mediante o atual cenario mundial e com as conseqlientes mudancgas climaticas. A relacdo
planta/bactéria € amplamente distribuida na natureza e varios estudos ecofisiolégicos tém
demonstrado que as bactérias endofiticas sdo um componente-chave para ajudar as plantas a lidar
com o estresse hidrico e no aumento da tolerancia a seca, como demonstrado em um amplo

namero de plantas hospedeiras.
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5.4.1.1 Condutancia estomatica (gs)

Analisando a Figura 16, com relacdo a condutancia estomatica (gs) em plantas de arroz
vermelho sob estresse hidrico e condi¢des de inoculacdo, observam-se diferengas entre 0s niveis
de 70%, 50% e 30% de porcentagem de dgua no solo. Porém, o mesmo ndo foi observado nas
plantas controle (100%). Sob efeito de hidratacdo, verificou-se que houve um aumento em gs em

relacdo ao periodo de estresse, mas ndo havendo diferenca significativa entre os niveis de CC.
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Figura 16. Condutancia Estomética (gs) (mmol de H,0 m? s) do genédtipo de arroz vermelho sob
diferentes condigdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢fes de inoculagdo. Campina Grande/PB,
2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condigdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)
(porcentagens de &gua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variag&o.

Em relacdo as plantas ndo inoculadas, submetidas as condicdes de restricdo hidrica, ndo

observou-se diferenca significativa nos niveis de 70% e 50%, com maiores respostas de gs em
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100% e menores em 30% da CC, que talvez tenha causado diminui¢do do influxo de CO, as
folhas e a consequente paralisagdo do crescimento. Ja para as plantas inoculadas, submetidas as
condicdes de restricdo hidrica, nos niveis de 50% e 30% houve diferenca estatistica € 0 mesmo
ndo foi observado em 100% e 70% de CC, os quais ndo diferiram. Estresse hidrico moderado
tende a reduzir primeiramente a condutancia estoméatica (gs) antes de reduzir a taxa
fotossintética, assim, € possivel que a planta assimile mais moléculas de CO, para cada unidade
de agua transpirada, sendo mais eficiente na utilizacdo da agua disponivel. As plantas sob
hidratacdo nao diferiram estatisticamente, porém obtiveram maiores niveis de gs com relacao as
plantas submetidas as condicGes de restricdo hidrica. Subtende-se que sob efeito da deficiéncia
hidrica, a bactéria influenciou positivamente a abertura e o fechamento estomatico. Estudos
realizados por Rodrigues et al. (2012), avaliando trocas gasosas em milho inoculado com
Azospirillum brasilense e submetido ao déficit hidrico, verificaram que a falta de agua nas folhas
provoca perda de turgidez das células guardas de maneira que ndo é possivel ocorrer a abertura
estomatica em niveis proximos aos das plantas sem déficit. A taxa de assimilacdo fotossintética
pode ser limitada pela baixa condutancia estomatica, restringindo a assimilacdo de CO,, podendo
essa limitacdo estomatica representar até 20% em plantas C3 (LAWSON et al,, 2012). Na
maioria dos casos, 0 estresse é medido em relacdo a sobrevivéncia da planta, produtividade
agricola, crescimento (acumulacdo de biomassa), ou pelo processo priméario de assimilacéo
(absorcdo de CO, e de minerais), que estdo relacionados ao crescimento em geral (TAIZ e
ZEIGER, 2009).

Os efeitos fisiologicos das bactérias endofiticas incluem modificacbes em relagdes
hidricas acima do solo, no estado fisiolégico em termos de potencial de agua na folha, em
relacdo no teor de &gua, a condutancia estomatica, a assimilacdo de CO, e eficiéncia do
fotossistema Il, em comparag&o com as plantas ndo inoculadas (AUGE, 2001; BARZANA et al.,
2012). Muitos estudos tém mostrado uma melhoria das taxas de trocas gasosas (condutancia
estdmatica, transpiracdo e taxa de fotossintese) nas plantas inoculadas com bactérias endofiticas
quando comparadas a plantas ndo inoculadas em condi¢des limitadas de agua,
independentemente do efeitos de crescimento mediados pela nutricio (AUGE, 2001; RUIZ-
LOZANO, 2003; SANCHEZ-BLANCO et al., 2004; KHALVATI et al., 2005; LEE et al., 2012).

O ABA é um sinal de estresse, que se move no xilema das raizes para as partes aéreas da
planta, onde regula a abertura estomatica e a atividade dos meristemas. Bactérias endofiticas,
interrompem o fluxo de ABA do cortex radicular através de barreiras apoplasticas, redistribuindo

0 ABA no caule pela acdo de B-glucosidases, onde, desempenham um papel importante na
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regulacdo da intensidade do sinal. O significado de éster glicose ABA como sinal de longa
distancia para resisténcia ao estresse é bastante discutida neste tema. Recentemente, demonstrou-
se que a promocdo do crescimento de rizobactérias tem um impacto sobre os fluxos de ABA nas
plantas. Arkhipova et al. (2005) detectou um aumento substancial das quantidades de ABA na
parte aérea da alface que foram tratados com a bactéria Bacillus subtilis produtoras de citocinina.
Os autores concluiram que concentracdes localmente elevadas citocinina induzidaram a
biossintese de ABA nas raizes. O ABA recém-formado, entdo, pode ser carreado rapidamente

para os vasos do xilema sem uma deposicao significativa nos tecidos da raiz.

5.4.1.2 Transpiracéo (E)

Em relacdo a transpiracdo (E), pode-se constatar que, as plantas de arroz vermelho
inoculadas com G. diazotrophicus e submetidas a restricdo hidrica, obtiveram aumentos
significativos entre os tratamentos, e os melhores resultados foram encontrados em 70% CC em

plantas inoculadas e para as plantas ndo inoculadas foram a 100% CC (Figura 17).
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Figura 17. Transpiracdo (E) (mmol de H,O m? s) do gendtipo de arroz vermelho sob diferentes
condicOes de restricdo hidrica e diferentes condi¢gdes de inoculacdo. Campina Grande/PB, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras minasculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)

(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variagéo.
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Apos as plantas passarem pela hidratacdo aumentaram a quantidade de E, de modo que a
100% de CC que permaneceu 0 mesmo, mas se estabilizaram entre os outros niveis de restricdo
hidrica. Enquanto, ao analisar as porcentagens de agua no solo dentro de cada nivel,
constataram-se diferenca significativa em todos os niveis, acumulando-se menores quantidades
de E em 30% CC. De acordo com Jaleel et al. (2009) o estresse hidrico inibe o crescimento
celular reduzindo o crescimento das plantas, afetando varios processos fisiologicos, como
fotossintese e respiracdo, bem como a producdo. O fechamento dos estématos ¢é a primeira linha
de defesa da planta para enfrentar a deficiéncia hidrica do solo, pois este mecanismo restringe a
perda de agua por meio da transpiragdo, mas a0 mesmo tempo em que esse Processo 0OcCorre,
também hé queda na assimilacdo de CO,, por meio do processo fotossintético (MAGALHAES
FILHO et al., 2008). Segundo Taiz e Zeiger (2009), caso também haja uma reducdo na area
foliar, isso se deve ao fato de que, com uma area foliar menor, a transpiracdo € reduzida,
conservando um suprimento de agua limitado no solo por um periodo mais longo. O fechamento
parcial dos estdbmatos é uma conhecida estratégia de tolerancia das plantas a deficiéncia hidrica,
porque diminui a taxa de transpiracdo, mantém o conteddo hidrico foliar, reduz o risco de
desidratacdo e eventual morte por dessecacdo (REIS e REIS, 1997; PEAK et al., 2004,
SANT’ANNA, 2009).

Em condicGes de restricdo hidrica o fechamento dos estdmatos efetuado por ABA para
minimizar a perda de &gua através da transpiracdo € um dos mecanismos comuns sob tal
condicdo (SCHROEDER et al., 2001;. LEUNG e GIRAUDAT, 1998). Em bactérias, um
mecanismo comumente utilizado é o quorum-sensing, de deteccdo de sinais e controle da
densidade populacional bacteriana. Em bactérias gram-negativas, é agora evidente que alguns
compostos utilizados no quorum-sensing, as AHLs (Acil homoserinas lactonas), séo utilizadas
para a regulacdo diversos comportamentos em bactérias que habitam rizosfera e que plantas
podem produzir seus proprios metabolitos, que podem interferir com a sinalizagdo do quorum-
sensing. As AHLs sdo compostas de um residuo homoserina lactona ligada a uma cadeia lateral
acil. Aplicacdo de uma homoserina lactona, um produto da decomposi¢cdo da AHL por meio de
bacterias do solo, raizes de feijao levam a um aumento da condutancia estomatica e transpiracéo
na parte aérea. Esta por sua vez é benéfica tanto para a planta quanto para as bactérias através de
um aumento absorg¢éo de nutrientes minerai (JOSEPH e PHILLIPS, 2003).
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5.4.1.3 Concentracéo de carbono interno (Ci)

Com relacdo a concentragdo de carbono interno (Ci), houve efeito significativo nos niveis
de porcentagem de d4gua no solo com maior acuimulo de carbono interno observado nas plantas
de arroz vermelho inoculado e nédo inoculado com maior nivel de déficit hidrico (30%) (Figura
18). Enquanto que as plantas apds passarem pelo processo de reidratacdo houve uma diminuicéo
de Ci comparando-se com as estressadas, se estabilizando em todos os niveis de condi¢des

hidricas, e nao se diferenciando estatisticamente.
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Figura 18. Concentracdo de Carbono interno (Ci) (mmol de CO,.mol™) do genétipo de arroz vermelho
sob diferentes condicOes de restricdo hidrica e diferentes condigdes de inoculacdo. Campina Grande/PB,
2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras minGsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)

(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variacdo.

Ao se analisar as porcentagens de agua no solo dentro de cada nivel, constatou-se que no
tratamento controle (100%), ou seja, sem restricdo hidrica ndo houve acimulo de Ci, mas no

decorrer da diminuicdo da quantidade de 4gua no solo houve um aumento de Ci, principalmente
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nas plantas ndo inoculadas, com maior quantidade em 30% CC, diferenciando estatisticamente
dos demais tratamentos. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que baixos valores de Ci também
estimulam a abertura estomatica para permitir a entrada de CO,, resultando em maior equilibrio
entre entrada e saida desse gas (MACHADO et al., 2009).

A colonizacgéo endofitica permite que as plantas hospedeiras absorvam maior quantidade
de &gua através de sua rede ampliada de raizes, e, portanto, a condi¢cdo hidrica permanece
restabelecida (KHALVATI et al., 2005;. BOLANDNAZAR et al., 2007; PORCEL et al., 2012) e

a concentracao de dioxido de carbono intercelular € mantida regularmente na planta.

5.4.1.4 Fotossintese liquida (A)

Os resultados demonstraram que, na fotossintese liquida (A), houve diferencas
significativas nas plantas de arroz vermelho, tanto entre os niveis de condi¢des hidricas, como de
inoculacdo, e também apds sofrerem o processo de hidratagdo (Figura 19). Ao observar cada
nivel de porcentagem de agua no solo individualmente, nota-se que para 100% de restricdo
hidrica ndo foi observado diferenca significativa em nenhum dos tratamentos, mas ao compara-lo
com os demais niveis, percebe-se que houve diferenca entre 70%, 50% e 30% para as plantas
inoculadas com G. diazotrophicus e também as plantas ndo inoculadas com menores teores de A,
principalmente a 30% CC, e apds o processo de hidratacdo, essa diferenca foi vista também entre

os demais niveis.
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Figura 19. Fotossintese liquida (A) (mmol de CO,.m™ s™) do genétipo de arroz vermelho sob diferentes
condicOes de restricdo hidrica e diferentes condigdes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras minasculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)
(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variagdo.

A conservacdo da turgescéncia admite que a fotossintese e outras atividades fisioldgicas
figuem conservadas, ainda que baixas, sob condicBes de baixo potencial hidrico no solo
(VIEIRA JUNIOR et al., 2007). Em condicdes de seca, acredita-se que a principal causa de
menores taxas de fotossintese seja a limitada difusdo de CO, (GRASSI e MAGNANI, 2005;
KEENAN et al., 2010), desidratagdo do protoplasto, causando danos & estrutura do cloroplasto
(ENNAHLI e EARL, 2005), como de forma indireta, causada pelo o fechamento dos estématos,
podendo reduzir os valores de Ci, limitando também a eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco
(CARMO-SILVA et al., 2012). Sabe-se que estresse ambiental pode diminuir a taxa de
fotossintese ndo s por causa dos efeitos prejudiciais sobre a bioguimica celular, mas também
por causa de mudancas na difusdo de CO, da atmosfera para o local de carboxilagdo (FLEXAS
et al., 2008; WARREN, 2008). A reducdo da capacidade fotossintética da folha ndo é sé devido
ao fechamento dos estdmatos, mas também a uma reducéo da condutancia do mesoéfilo para CO,,

e tem-se sugerido que algumas aquaporinas estdo envolvidos em sua regulacdo (HANBA et al.,
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2004; FLEXAS et al.,, 2006; FLEXAS et al.,, 2008), especialmente sob estresse hidrico
(MIYAZAWA et al., 2008).

Durante o estresse hidrico, o metabolismo fotossintético € mais sensivel as mudangas no
conteddo de agua celular em alguns tipos de plantas que em outras, embora as causas dessas
diferencas ainda ndo sejam bem entendidas. Segundo Kaiser (1987), sob deficiéncia hidrica,
parte da inibicdo da fotossintese pode ser atribuida a fatores ndo estomaticos em nivel dos
cloroplastos, como problemas no transporte de elétrons e na fotofosforilagéo. Isso esta embasado
no fato de haver reducdes nas taxas fotossintéticas de plantas sob deficiéncia hidrica, apesar das
concentragdes internas de CO, ndo terem sido afetadas. Segundo Lawlor (2002), 0 aumento na
Ci, quando associado a baixos potenciais hidricos, causa progressiva reducdo na taxa
fotossintética, até que esta se torne nula. Este mesmo autor afirma que reducgdes na fotossintese
de plantas submetidas a deficiéncia hidrica podem estar relacionadas a limitacdo da regeneracao
da RUBISCO e esta limitacdo, provavelmente, esta ligada a reducéo na sintese de ATP, devido a
progressiva inativacdo de fatores de acoplamento, resultante do aumento da contracdo idnica

(Mg*?), e ndo a reducdo da capacidade do transporte de elétrons ou de prétons.

Atualmente, existem duas linhas de argumentos sobre as causas da diminuicdo da
atividade fotossintética sob restricGes hidricas. Ghannoum et al. (2003) afirmam que a limitacao
da atividade fotossintética € mais um efeito metabolico, e que a Ci se mantém alta, podendo até
aumentar com a seca. Calbo e Moraes (1997) trabalharam com plantas de buriti e ndo
observaram relacéo direta entre a Ci e a condutancia estomatica. Lauer e Boyer (1992) mediram
a Ci em plantas sob restri¢fes hidricas e ndo detectaram reducdo desta, sob condi¢fes de seca, 0
gue mostra que a limitacdo da fotossintese pode ndo ser associada, necessariamente, a
condutancia estomatica. Segundo Ni e Pallardy (1992), alto valor de Ci associado a baixa

condutancia estomatica indicaria um decréscimo na eficiéncia de carboxilagéo.

Por outro lado, Cornic (2000), Chaves et al. (2002) e Lawlor e Cornic (2002) preferem
amenizar o impacto do efeito metabdlico sobre a atividade fotossintética em plantas sob
deficiéncia hidrica, que ocorreria SO com o0 estresse severo. Assim, esses autores afirmam que a
limitacdo da fotossintese &, principalmente, devido & menor difusdo de CO, (menor Ci e
disponibilidade de CO, para a RUBISCO), causada pelo fechamento estomatico. Neste trabalho,
0s resultados podem acatar essas duas linhas de argumentos, tendo em vista que, sob deficiéncia
hidrica, as redugdes das taxas de fotossintese liquida ocorreram concomitantemente ao aumento

da Ci e & diminuicdo da condutancia estomatica.
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5.4.1.5 Eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA)

A Eficiéncia Instantanea do Uso da Agua (EUA) nas plantas de arroz vermelho 405
Embrapa Meio Norte inoculadas com G. diazotrophicus e também as plantas ndo inoculadas,
tendeu a diminuir & medida que se aumentava os niveis de porcentagem de agua no solo (Figura
20). Sob irrigacdo plena a 100% CC, ndo se observou diferenca significativa entre o0s
tratamentos. Com relagdo aos outros niveis de restricdo hidrica (70%, 50% e 30%), obtiveram
uma diminuicdo significativa da EUA em relacdo ao controle, principalmente as plantas
inoculadas e ndo inoculadas, sendo que, para as plantas ndo inoculadas o acimulo foi bem

menor, principalmente ha 30% CC, e 70% CC para as inoculadas.
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Figura 20. Eficiéncia Instantanea do Uso da Agua (EUA) (A/E) [(umol de CO,.m? s™) (mmol de H,O.m"
25™)] no genétipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de restricdo hidrica e diferentes condicdes
de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas.
Médias seguidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de
inoculacdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias seguidas de letras mindsculas

iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de

variacao.
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Ap06s uma hora da irrigacdo normal, notou-se um aumento significativo de EUA em todos
0s tratamentos, havendo um comportamento igual dentro de todos os niveis de porcentagem de
agua do solo. Este resultado permite induzir que as plantas inoculadas possuem um controle
estomatico mais eficiente, 0 que pode promover uma maior adaptabilidade as condicdes de
déficit hidrico. Maiores valores de EUA foram encontrados em boas condic¢@es hidricas para J.
curcas, € um indicio de que as plantas quando submetidas ao estresse hidrico diminuem sua
eficiéncia em decorréncia de menor crescimento (STEDUTO et al, 2007). Alguns autores
sugerem que o declinio no EUA, decorre da diminui¢do na condutancia estomatica, a qual afeta
com maior intensidade a taxa fotossintética do que a taxa transpiratoria da folha (MACHADO et
al., 1999; TAIZ e ZEIGER, 2009). A eficiéncia do uso da agua permite avaliar os efeitos do
manejo da agua, do solo e da planta sobre o consumo de agua e producao da planta (MEDEIROS
et al., 2003). Segundo Costa et al. (2005), a eficiéncia do uso da agua (EUA) pode variar
conforme a textura do solo, uma vez que, esses autores avaliaram a EUA na cultura do arroz e
observaram que textura argilo-siltosa produziu 0,5 Kg de arroz em casca para cada 1,0 m® de
agua aplicada. De acordo Taiz e Zeiger (2009) a medida que o estresse torna-se rigoroso, no
entanto, a desidratacdo de células do mesofilo inibe a fotossintese, 0 metabolismo do mesofilo é
prejudicado e a eficiéncia do uso da agua geralmente decresce. E segundo Silva (2012), a
eficiéncia no uso da &gua é a capacidade que a planta tem de limitar a perda de 4gua, e a0 mesmo
tempo, permitira absorcdo de didxido de carbono a partir da relacdo fotossintese e transpiracao.
No entanto, as plantas tipo C3, como a berinjela, sdo limitadas a assimilar CO, em diferentes

situacdes hidricas.

A queda nas taxas de gs afetam diretamente as taxas de E e A, e até mesmo de Ci, porém
influencia EUA de maneira indireta, pois essa variavel relaciona quanto de agua € transpirada
para que a planta consiga integrar uma molécula de CO, em algum composto organico
(RODRIGUES et al., 2012). A existéncia de reducdo da eficiéncia instantanea de transpiracdo
evidencia uma correlagdo intrinseca entre A e E nas cultivares avaliadas. Nesse experimento, tal
correlagédo foi diretamente proporcional, j& que o declinio de A/E foi ocasionado por redugdes
nas taxas fotossintéticas e transpiratoria e ndo por alteragdes em um dos pardmetros

isoladamente.

5.4.1.6 Eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA)

Ao analisar a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA)(A/gs) nas plantas de arroz

vermelho inoculadas com G. diazotrophicus e ndo inoculadas sob diferentes niveis de
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porcentagem de &gua no solo, observou-se variagdo entre os tratamentos, havendo uma maior
relacdo dessa eficiéncia nas plantas ndo inoculadas, em relagdo as inoculadas, a medida que se
diminuia a quantidade de agua no solo (Figura 21), notando-se também que apés a hidratagéo,
teve um decréscimo significativo do conteudo da EiUA nas plantas inoculadas e ndo inoculadas

em todos os niveis de restri¢do hidrica, diferindo-se significativamente em todos os niveis.
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Figura 21. Eficiéncia Intrinseca do Uso da Agua (EiUA) (A/gs) [(umol de CO%m™?s.;).(mmol de H,O.m"
2s™M] no genétipo de arroz vermelho sob diferentes condicdes de restri¢ao hidrica e diferentes condigdes
de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas.
Médias seguidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condi¢do de
inoculacdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias seguidas de letras mindsculas
iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de

variacao.

Ao analisar os niveis separadamente, verificou-se que o tratamento controle, de 100%
CC, teve um comportamento diferenciado das outras varidveis, acumulando-se uma menor

guantidade de EiUA nas plantas ndo inoculadas, enquanto que, o nivel de 30% CC foi o que
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obteve uma maior acumulo, e 70% e 50% n&o diferia estatisticamente, ja em relacdo as plantas
inoculadas, a quantidade de EiUA é bem menor comparando com as plantas ndo inoculadas,
diferindo em todas as restricdes hidricas, e ap0s a hidratacéo, so diferiram as plantas de 30% CC,
tendo um decréscimo de EiUA, engquanto que nos outros niveis ndo apresentou diferencas
principalmente nas plantas inoculadas. As plantas submetidas a um estresse hidrico podem
escapar da reducdo no potencial hidrico e manter o turgor pela reducao na elasticidade de suas
paredes celulares (SAITO e TERASHIMA, 2004). Pois a variavel de eficiéncia intrinseca do uso
da agua (A/gs) quando analisado durante e ap0s periodos de estresse hidrico informa sobre os
critérios para a utilizacio do déficit de irrigagio regulado (DIR) (ROMERO e BOTIA, 2006).

Segundo Chaves et al. (2003), muitas plantas tendem a apresentar aumentos na eficiéncia
do uso da &gua quando o estresse hidrico é moderado. Esse aumento é resultado da relagdo nao-
linear entre a assimilacdo do carbono e a condutancia estomatica, isto é, perda de agua

acontecendo antes e mais intensamente do que a inibicdo da fotossintese.

5.4.1.7 Eficiéncia instanténea de carboxilacdo (EiC)

A Eficiéncia Instantanea de carboxilacdo (EiC) (A/Ci) diminuiu a medida que, o déficit
hidrico aumentou nas plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus e nao
inoculadas (Figura 22). Apo6s a hidratacdo, os niveis de porcentagem de agua do solo de 70%,
50% e 30% obtiveram um grande acumulo de EiC, ndo se diferenciando estatisticamente de
100%, que continuou a mesma quantidade. Analisando as porcentagens de dgua no solo para o
arroz vermelho inoculado e ndo inoculado, todos os niveis apresentaram quantidades inferiores
as plantas controle (100%), sem restricdo hidrica, havendo assim diferencas significativas entre
eles, para as plantas inoculadas o que respondeu melhor foi a 70%, e 0 menor a 30%,
acontecendo o mesmo para 0s ndo inoculados, sendo que com menores quantidades. Depois da
hidratagdo, houve um aumento de EIC em todos os niveis de restricdo hidrica, menos no de

100% CC, que ficou a mesma quantidade, mas se igualando em todos os niveis.
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Figura 22. Eficiéncia Instantanea de carboxilagdo (EiC) (A/Ci) [(umol de CO%m? s™).(mmol de

CO%mol™)] no gendtipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de restricdo hidrica e diferentes
condic¢Bes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de
vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
(condicao de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras minusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de

variag&o.

Estudos envolvendo relacdes hidricas e trocas gasosas em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica regulada sdo muito Uteis para, por um lado, otimizar o uso de agua pelas
plantas e, por outro lado, gerar informagfes sobre as respostas das plantas ao déficit hidrico
(CATTIVELLI et al., 2008). O controle estomatico da transpiragdo € um mecanismo utilizado
por muitas espécies para restringir a perda de agua e superar os periodos de seca (NAVES-
BARBIERO et al., 2000; SILVA et al., 2004). Machado et al. (1999) sugerem que o aumento de
Ci, pode estar relacionado a queda na atividade de enzimas envolvidas no processo de fixacédo de
CO,. Alguns pesquisadores tém verificado que com o aumento do estresse hidrico, fatores nao
estomaticos como reducdo da atividade e concentracdo da enzima Ribulose 1-5 bifosfato
carboxilase oxigenase (RUBISCO), fotoinibicéo, taxa de transferéncia de elétrons e reducdo da
eficiéncia fotoquimica de FSII, podem prejudicar a fotossintese (FLEXAS e MEDRANO, 2002;
LAWLOR, 2002; LAWLOR e CORNIC, 2002; GRASSI e MAGNANI, 2005). A EIC possui
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estreita relagdo com a concentragdo intracelular de CO, e com a taxa de assimilagdo de dioxido
de carbono (MACHADO et al., 2005). Silva (2012) estudando o comportamento fisiologico da
berinjela cultivada em ambiente protegido sob taxas de reposicdo hidrica, constataram que
valores elevados de concentracdo interna de CO; associado a aumento na condutancia estomatica
indicam um acréscimo na eficiéncia instantdnea de carboxilacdo, ocorrido em fungdo da
disponibilidade de ATP e NADPH e do substrato para a Rubisco.

Como visto, nas plantas expostas a restricdo hidrica independentemente da inoculagéo,
ambos os tratamentos tiveram um aumento em Ci e uma diminuicdo em A/Ci. Isto indica que
houve uma limitacdo estomatica e do mesofilo da fotossintese (RIEKERT VAN HEERDEN e
KRUGER, 2002). A diminuicdo em A/Ci indica a ocorréncia de distirbios metabélicos
(FARQUHAR e SHARKEY, 1982) e o aumento de Ci é uma evidéncia de que houve uma

limitacdo ndo estomatica no processo fotossintético.

5.4.2 Fluorescéncia da clorofila a

5.4.2.1 Fluorescéncia inicial (F0)

Analisando a Figura 23, com relacdo a fluorescéncia inicial (FO) em plantas de arroz
vermelho sob estresse hidrico e condi¢des de inoculago, observou diferencas significativas entre
0s niveis de 70%, 50% e 30% de porcentagem de agua no solo. Porém, o mesmo nédo foi
observado nas plantas controle (100%), que ndo diferia dentro dos tratamentos. Sob efeito de
hidratacdo, verificou-se que houve um aumento na concentracdo de FO em relacdo ao periodo de

estresse, mas ndo havendo diferenca significativa entre os niveis de CC.
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Figura 23. Fluorescéncia inicial (FO) no genotipo de arroz vermelho sob diferentes condi¢des de
restricdo hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam
o0 desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05) (condigdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias
seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do

s0lo). C.V.(%): Coeficiente de variagao.

Observando as plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus e também as
plantas ndo inoculadas sob os diferentes niveis de porcentagem de agua no solo, constatou-se
que, FO das plantas inoculadas ndo diferiu aos niveis de 100% e 70% CC, mas ao se diminuir a
quantidade de agua no solo também se diminuia a fluorescéncia inicial, diferindo-se entre si,
principalmente a 30% de CC, havendo uma maior queda da fluorescéncia, sobretudo nas plantas
ndo inoculadas. Segundo estudos realizados por Baker (2008), avaliando a fluorescéncia da
clorofila uma sonda de fotossintese in vivo, verificou que o valor de FO pode ser modificado por
quaisquer estresses que causam alteragdes estruturais nos pigmentos fotossintéticos do FSII.
Depois da hidratagéo, houve um aumento de FO em todos os niveis de restricdo hidrica, menos
no de 100% CC, manteve a mesma quantidade, mas se igualando em todos os demais niveis. Sob
condicBes de seca, a anélise da fluorescéncia da clorofila a tem sido amplamente utilizada em
ensaios que mostram as respostas fisioldgicas de plantas devido a sua alta sensibilidade para
identificar alteracGes no sistema fotossintético, especialmente no FSII (MEHTA et al., 2010).

Além disso, por ser um método nédo destrutivo é amplamente utilizado na avaliacao de espécies e
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genotipos com relacdo a toleréncia ao estresse hidrico (OUKARROUM et al., 2007, REDILLAS
et al., 2011), a fluorescéncia inicial (FO) representa a emissdo de luz pelas moléculas de
clorofilas a excitadas, antes de a energia ser dissipada para o centro de reacdo do FSII, sendo

independente dos eventos fotoquimicos (SANTOS et al., 2014a).

5.4.2.2 Relacéo Fv/Fm

A relacdo Fv/Fm ou rendimento quantico maximo do FSII apresentaram diferencas
significativa pelo teste de Tukey (P>0,01) entre os niveis de porcentagem de dgua no solo,
principalmente 70%, 50% e 30% de CC, como também entre as plantas inoculadas e ndo
inoculadas, com excecdo de 100% de CC (Figura 24). Apds a reidratacdo houve um aumento na
relacdo Fv/Fm em todos os niveis de porcentagem de agua no solo comparando com 0s
tratamentos sob estresse hidrico, tendo 0 mesmo comportamento em todos os niveis de restricdo

hidrica.
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Figura 24. Relacdo Fv/Fm ou rendimento quantico maximo do FSII no genétipo de arroz Campina
Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada
porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F

(p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variacéo.
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Submetidas a estresses abidticos ou ambientais, as plantas apresentam sintomas de
alteragBes no estado funcional das membranas dos tilacoides dos cloroplastos, que provocam
mudancgas nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia, quantificados nas folhas pela
fluorescéncia inicial (F0), maxima (Fm) e variavel (Fv) da clorofila a, além do rendimento
quantico potencial (Fv/Fm) (CHA-UM e KIRMANEE, 2011; SILVA et al., 2011). E Silva et al.
(2007) encontraram reducdo nos valores da eficiéncia quantica do fotossistema Il em tecidos
adaptados ao escuro (Fv/Fm) em gendtipos de cana-de-agucar estudados sob estresse hidrico, de

forma mais acentuada nos genotipos suscetiveis a seca.

Analisando as plantas inoculadas entre os niveis de porcentagem de dgua no solo, néo se
observou diferenca significativa entre 100% e 70%, 50% e 30%, mas tendo diferenca estatistica
entre 100%, 50% e30% de CC. Enguanto que para as plantas de arroz vermelho néo inoculadas,
houve diferenca significativa entre todas as restricdes hidricas, tendo diminuido a relacdo Fv/Fm
na forma em que se diminuia a quantidade de agua no solo, sendo mais critico a 30% de CC.
Segundo Guerra et al. (2014), a reducdo da Fv/Fm pode estar associada ao excesso de elétrons
devido ao fato de que baixas temperaturas reduzem a eficiéncia das enzimas do Ciclo de Calvin,
reduzindo o consumo dos produtos fotoquimicos, gerando um excesso de elétrons, e o primeiro
dano gerado por esse excesso € a perda da estabilidade e a desestruturacdo fisico quimica das
biomembranas dos tilacoides, afetando assim o fotossistema Il. Sendo que essa baixa relacdo de
Fv/Fm é diferenciada dessa pesquisa, uma vez que € sob déficit hidrico e em condic@es de luz. E
Shi et al. (2010) relatam que plantas de beterraba tratadas com bactérias endofiticas
apresentaram maiores valores de eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), maior
fotossintese e, esses resultados seriam devido ao melhor transporte de elétrons na membrana dos
tilacdides, além do aumento do contetdo de clorofila nas folhas de plantas tratadas, levando a
um aumento no teor de carboidratos e uma possivel correlagdo com producdo de fitormonios
pelas bactérias. Ja Freire et al. (2014) estudando o rendimento quantico e trocas gasosas em
maracujazeiro amarelo sob salinidade hidrica, biofertilizacdo e cobertura morta, verificaram que
a reducdo da fluorescéncia variavel da clorofila a das plantas, ao final da fase produtiva,
evidencia que as condicdes abioticas analisadas promovem danos no aparelho fotossintético das
plantas, comprometendo o FSII, com o decorrer do tempo de exposigdo ao fator estressante. A
relacdo Fv /Fm representa a eficiéncia maxima que a luz absorvida pela antena do FSII é
convertida em energia quimica, sendo também um indicador da ocorréncia de fotoinibicéo,

quando as plantas estdo sujeitas a varios tipos de estresses (BAKER, 2008).
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5.4.2.3 Taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quéantico efetivo do FSII (YII),
rendimento quantico de dissipagdo ndo-regulada (Y(NO)) e rendimento quantico de
dissipacéo regulada (Y(NPQ))

Pode ser observado na Figura 25 que, a presenca de G. diazotrophicus nas plantas de
arroz vermelho sob estresse hidrico promoveram efeito significativo sobre alguns dos parametros
relacionados com a fluorescéncia da clorofila a, como ETR e Y(Il) a 70%, 50% e 30% de
porcentagem de dgua no solo, exceto para Y(NO) que alcancou menores resultados em 100% e
70%, e melhor resposta a 30% CC.
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Figura 25. Valores médios da taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quéntico efetivo do FSII
(Y1), rendimento quéntico de dissipacdo ndo-regulada (Y(NO)) e rendimento quéntico de dissipacdo
regulada (Y(NPQ)) em plantas de Arroz vermelho inoculado com G. diazotrophicus e ndo inoculadas sob
diferentes niveis de porcentagem de agua no solo. Campina Grande/ PB, 2015. As barras indicam
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o0 desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maitsculas iguais, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05) (condi¢do de inoculagdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias
seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo).
C.V.(%): Coeficiente de variagao.

As plantas ndo inoculadas apresentaram comportamento semelhante em relagdo essas
variaveis citadas anteriormente, porém em menores quantidades comparando com as plantas
inoculadas. Segundo Bjorkman e Demmig-Adams (1994), a taxa de transporte de elétrons,
associada a regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP), aumenta proporcionalmente com a
DFF, uma vez que ha uma maior disponibilidade de energia de excitacdo dos fotossistemas. Em
relacdo ao Y(NO), Klughammer e Schreiber (2008) citam que este parametro reflete a fracdo da
energia que é dissipada na forma de calor e fluorescéncia (perdas constitutivas) principalmente

quando os centros de reacao do FSII estdo fechados ou danificados.

Entretanto, o rendimento quantico de dissipacdo regulada (Y(NPQ)) nas plantas de arroz
vermelho inoculado e ndo inoculado ndo diferiram em nenhum dos niveis de restri¢do hidrica e
nem apds a hidratacdo. E analisando também as plantas ap6s o processo de hidratacdo, ndo foi
possivel observar diferenca estatistica em nenhuma das variaveis estudadas, mas obtendo-se
melhores médias em ETR e Y(II). Enquanto que em Y(NO), houve um decréscimo comparando

com as plantas sob restri¢do hidrica.

5.4.3 Decomposicdo do coeficiente de extingdo ndo-fotoquimico

5.4.3.1 Coeficiente de extin¢do nédo fotoquimica (qN), coeficiente de exting¢éo fotoinibitorio
(%q]l) coeficiente de extin¢cdo dependente de energia (%qE), coeficiente de extin¢do do
estado de transicdo (%qT)

O coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (gN) representa a queda na fluorescéncia
devido a processos ndo fotoquimicos, sendo que corresponde a um aumento na perda de energia
absorvida via dissipacdo térmica, ou seja, associado a todos os processos de desexcitacdo nao-
radiativos (JUNEAU et al., 2005). Este parametro pode ser dividido em trés componentes de
acordo com sua cinética de relaxamento no escuro e que sao representados pelo %q]l (coeficiente
de extincdo fotoinibitorio), %gE (coeficiente de extin¢cdo dependente de energia) e 0 %qT
(coeficiente de extincdo do estado de transi¢do) (Figura 25) (DALOSO, 2009).
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Figura 26. Coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica (gN), coeficiente de extingdo fotoinibitorio (%ql)
coeficiente de extin¢do dependente de energia (%qE), coeficiente de extin¢do do estado de transicéo
(%qT) em plantas de Arroz vermelho inoculado com G. diazotrophicus e ndo inoculadas sob diferentes
niveis de porcentagem de agua do solo, Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padréo da
média de vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05) (condi¢do de inoculagdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias
seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens
de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variagdo.

A dissipagdo ndo-fotoquimica da energia luminosa e a taxa percentual dos seus
componentes nas plantas de Arroz vermelho inoculado com G. diazotrophicus e ndo inoculadas
sob diferentes niveis de porcentagem de dgua no solo encontram-se na Figura 25. Os parametros
inoculados e ndo inoculados diferiram estatisticamente entre os tratamentos de 70%, 50% e 30%

de restricdo hidrica, menos em 100% CC nas variaveis analisadas, sendo que o maior valor de
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gN encontrado nas plantas de arroz vermelho inoculado foi a 30% CC ndo diferindo das plantas
ndo inoculadas e o menor valor & 100% CC, e foi associado com maiores percentuais de %ql e
menores percentuais de %qE, sendo que %qgT também obteve menores percentuais mas diferindo
nos tratamentos inoculados e ndo inoculados. E nas plantas ndo inoculadas, teve melhores
médias de gN e %ql, e menores médias em %qE e %qT no decorrer que se diminuia a
porcentagem de agua no solo. Em geral, as plantas desenvolvidas sob uma alta densidade de
fluxo de fotons apresentam elevada capacidade de dissipacdo do excesso de energia de excitacdo
(WALTER, 2005). Segundo Long et al. (1994), sob alta irradiancia, até 90% da energia luminosa
absorvida, com potencial para ser utilizada na fotossintese, pode ser dissipada néo
fotoquimicamente, como mecanismo de protecdo contra possiveis danos ao maquindrio

fotossintético.

N&o houveram diferencas significativas entre os tratamentos ap0s 0 processo de
hidratacdo das plantas em nenhuma das variaveis estudadas. Para gN e %ql as plantas inoculadas
e ndo inoculadas apresentaram maior valor percentual, enquanto que para %qE e %qT esses
percentuais foram diminuindo e se igualando em todos os niveis de porcentagem de agua no
solo, inclusive em %qT. Estes resultados mostram que, quando as plantas passam pelo processo
de inoculacdo ou ndo, mas estdo sob diferentes niveis de restricdo hidrica, ha uma maior ativacdo
de mecanismos fotoprotetores como forma de minimizar os danos causados pelo excesso do

déficit hidrico.

Estudos indicam que a bactérias endofiticas sob condi¢des de seca aumentam a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il, dada por Fv/Fm, por meio de fluorescéncia da clorofila a em
plantas de Lycopersicon esculentum (GRICHKO et al., 2005). Estes resultados indicam uma
melhora no desempenho da maquina fotossintética e a auséncia de fotoinibicdo quando as plantas
inoculadas foram expostas ao déficit hidrico. Estes resultados sdo consistentes com o0s de outro
estudo onde se investigou o efeito de raizes inoculadas de diferentes espécies de arvores com
uma combinacdo de duas bactérias endofiticas (FINI et al., 2011). A dindmica da fungéo
fotossistémica e as potenciais formas de dissipacdo térmica, incluindo aquelas que sdo regulados

por xantofilas, ainda ndo sdo bem elucidadas.
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5.5 Variaveis bioquimicas
5.5.1 Pigmentos fotossintéticos

5.5.1.1 Teores de clorofilaaeb

Os efeitos de inoculacdo com G. diazotrophicus em plantas de arroz vermelho
promoveram efeitos significativos entre todos os niveis de porcentagem de agua no solo para 0s
teores de clorofila a e clorofila b (Figura 27). O mesmo comportamento ndo foi observado para
as plantas ndo inoculadas. As plantas de arroz vermelho que cresceram sem restricdo hidrica, ou
seja, a 100% CC obtiveram maior producdo de clorofila a e b, enquanto que ao diminuir as
porcentagens de agua no solo para 70%, 50% e 30% foram verificadas menores concentracdes de
clorofila a e b, esse comportamento tanto para plantas inoculadas com G. diazotrophicus como

para as plantas néo inoculadas.
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Figura 27. Teores de clorofila a e b em folhas do gen6tipo de arroz vermelho sob diferentes condicGes de
restricdo hidrica e diferentes condi¢es de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam
o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras mailsculas iguais, ndo diferem pelo
teste t (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias seguidas de
letras minusculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%):

Coeficiente de variacéo.
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A clorofila é o principal pigmento responsavel pela captacdo da energia luminosa
utilizada no processo de fotossintese e, dessa forma, a concentracdo de pigmentos tem sido
frequentemente utilizada como um indicador do efeito dos estresses ambientais sobre as plantas
(TAIZ e ZEIGER, 2009). E segundo Campestrini et al. (2014), estudando a eficiéncia de
genotipos de arroz no uso de nitrogénio em solos de terras altas, verificaram que as cultivares de
arroz, BRS-Bounanga e BRS-primavera, com alto teor de nitrogénio apresentaram maiores
médias de clorofila a e b. E de acordo com Barbieri Junior (2009), o indice de clorofila nas
folhas das plantas apresenta uma alta correlacdo com o teor de N da planta, diante disso, €
considerado um método eficiente para a avaliacdo do estado nutricional das plantas. E sob
condicGes de estresse, pode haver uma inibicdo da sintese do &cido 5-amino levulinico, molécula
precursora da clorofila, ou aumentar a atividade da enzima clorofilase que degrada a clorofila
(TAIZ e ZEIGER, 2009) e as plantas podem sofrer alteragdes no contetdo dos pigmentos
fotossintéticos devido @ mudanga na translocacéo do carbono e do nitrogénio (LIONETTI et al.,
2012).

Bactérias endofiticas, estimulam a producdo de citocininas e a sintese de pigmentos de
clorofila (JELIC e BOGDANOVIC, 1989). Adicionalmente, o aumento do contetido de clorofila
em plantas tratadas com estirpes endofiticas é devido a absorcdo de elementos essenciais
especialmente o nitrogénio (N,). O nitrogénio € essencial para a sintese da clorofila, sendo esse
pigmento é uma molécula chave para fotossintese. Além disso, o N, € um componente essencial

dos aminoéacidos, que os blocos de construgdo de proteinas.

O estresse hidrico provoca alteraces nas atividades das enzimas, responsaveis pela
sintese da clorofila, resultando na perda de pigmentos (PARIDA e DAS, 2005). O teor de
clorofila é reduzido significativamente sob estresse hidrico, devido a inibicdo de enzimas
necessarias para a sua biossintese (SHENG et al., 2008; MURKUTE et al., 2006) e também por
captacdo limitada de nutrientes. Plantas inoculadas com bactérias endofiticas em resposta ao
estresse hidrico aumentaram o teor de clorofila (SANNAZZARO et al., 2006; COLLA et al.,
2008; ZUCCARINI, 2007), sugerindo uma menor interferéncia da falta de agua na biossintese de

clorofila (GIRI e MUKERJI, 2004).

5.5.1.2 Carotendides

Na analise de carotendides, nas plantas de arroz vermelho com 15 dias sob diferentes
niveis de deéficit hidrico, observou-se que tanto as plantas inoculadas com G. diazotrophicus e as

plantas ndo inoculadas ocorreu um aumento significativo no teor do pigmento analisado (Figura
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28). Adicionalmente, verifica-se que, ao se aumentar 0s niveis de restricdo hidrica,

apresentaram-se acréscimos nos niveis de carotendides, maior nivel a 30% CC, tanto na presenca

qguanto na auséncia da bactéria nas plantas de arroz vermelho. Comportamento esse, contrario

aos teores de clorofila.
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Figura 28. Carotendides em folhas do gen6tipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de restri¢do

hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio

padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem pelo teste t

(p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas de letras

mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo). C.V.(%):

Coeficiente de variacao.

Segundo Li et al. (2010) a determinacéo do teor de carotendides é importante, uma vez

que estes atuam como fotoprotetores nos fotossistemas, dissipando 0 excesso energético

incidente sobre a folha na forma de luz, evitando por meio de seu elevado potencial antioxidante,

que as clorofilas sejam danificadas. E Taiz e Zeiger (2009), retratam que, além de pigmentos

acessorios, os carotendides desempenham papel essencial na fotoprotecdo, protegendo o
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aparelho fotossintético contra o oxigénio singleto (O,*), extremamente reativo, que danifica
muitos componentes celulares, como lipideos. Portanto, esses pigmentos sdo importantes na

prevencdo da inducdo de danos oxidativos causados pelo estresse (WAHID, 2007).

Liu et al. (2011) e Ghobadi et al. (2013) também constataram diminui¢éo no contetdo de
carotenoides quando as plantas estavam sob estresse hidrico. Ressalte-se que esse pigmento
desempenha um papel importante na foto-protecdo (MUNNE-BOSCH e PENUELAS, 2003),
onde seu aumento sob condicBes de déficit hidrico na planta indica uma maior foto-protecéo
(ELSHEERY e CAO, 2008).

Muitas plantas que interagem com bactérias endofiticas sintetizam carotenoides
envolvidos na protecdo contra varios estresses. Entretanto, a contribuicdo das bactérias
endofiticas a producao de isoprendides pelas plantas tem sido pouco investigado, especialmente
sob estresse hidrico (RAPPARINI et al., 2008;. ASENSIO et al.,, 2012). Raizes de plantas
inoculadas produzem quantidades elevadas de isoprenoides especificos derivados carotenoides
(WALTER e STRACK, 2011).

5.5.2 Acimulo de malondialdeido (MDA)

O acumulo de malondialdeido (MDA) na peroxidacdo lipidica sofreu influéncia conforme
se diminuia a porcentagem de agua no solo e no decorrer que aumentava o nivel de estresse
hidrico tanto no arroz vermelho inoculado e ndo inoculado com G. diazotrophicus (Figura 29),
verificando uma maior quantidade de MDA no arroz ndo inoculado, principalmente a 30% de

capacidade de campo.
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Figura 29. Acimulo de malondialdeido em folhas do genétipo de arroz vermelho sob diferentes
condicOes de restricdo hidrica e diferentes condigdes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condicdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras minasculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)
(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variagdo.

Diferentemente de Zain et al. (2014) estudando o efeito do estresse hidrico no arroz com
adubacdo potassica durante o periodo do estresse constatou que houve uma diminui¢do no teor
de MDA na peroxidacao lipidica nas células das plantas sob estresse, fato também observado por
Shukla et al. (2012). A tolerancia do arroz a efeitos do estresse pode ser devido ao aumento de
atividades das enzimas antioxidante que reduz a producdo de MDA (ZAIN et al., 2014). A
peroxidacdo lipidica é utilizada como um dos principais indicadores da ocorréncia de estresse
oxidativo, uma vez que as EROs reagem com &cidos graxos insaturados e causam a peroxidacao
de lipidios nas membranas, levando & perda de eletrélitos e funcdes celulares (GRATAO et al.,
2005).

Observou-se ainda diferenca significativa entre os contetdos de MDA nos tratamentos
100%, 70%, 50% e 30% de capacidade de campo, nas plantas inoculadas e ndo inoculadas, e
apos sofrer o processo de reidratagdo. Constatou-se que, quando o arroz vermelho encontrava-se

em condicdo de 100% de capacidade de campo né@o houve diferenca significativa entre os fatores
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inoculado, ndo inoculado, inoculado hidratado e n&o inoculado hidratado em relacdo a
quantidade de MDA nas células, isso mostra que a peroxidacdo de lipidios nas membranas
bioldgicas € o sintoma mais evidente de estresse oxidativo em plantas (LABUDDA, 2013). Aos
70%, 50% e 30% de porcentagem de agua no solo teve aumento na concentracdo de MDA no
arroz ndo inoculado em relacdo ao tratamento controle, 100%, j& em plantas inoculadas houve
um decréscimo, indicando que a presenca da bactéria na planta modifica o teor de MDA, ou seja,
¢ produzido em menor contéudo, corroborando também os resultados observados apos a

reidratacdo principalmente em 30% de restricdo hidrica.

A seca € um estresse abiotico que afeta as plantas em varios aspectos, reduzindo o
potencial osmatico da célula vegetal, elevando as concentragfes de solutos no citoplasma (ZAIN
et al., 2014), afetando também o fechamento osmético, diminuindo a transpiracdo, fotossintese
(RAZAK et al., 2013). Alguns autores como Moran et al. (1994); Pinheiro et al. (2004); Molinari
et al. (2007), sustentam a hipotese de que a peroxidacao lipidica é induzida por déficit hidrico em
sistemas vegetais que ndo apresentam algum mecanismo de tolerancia, havendo assim aumento
nos niveis de MDA. Ja que o MDA é um dos produtos finais da modificacdo oxidativa de
lipidios, e é responsavel por danos na membrana celular, incluindo alteragdes nas propriedades
intrinsecas da membrana, tais como a fluidez, transporte de ions, a perda de atividade enzimatica
e reticulacdo de proteinas (LABUDDA, 2013).

A compatibilidade de enddfitos e a aptiddo do hospedeiro podem ser avaliadas atravées da
analise de alteragBes oxidativas em folhas. Portanto, H,O, e MDA podem ser avaliados como
critérios promissores na determinacdo da sensibilidade do hospedeiro. O aumento de H,0, e do
nivel de MDA em folhas sdo provas previstas de danos oxidativos causados por espécies reativas
de oxigénio (EROs). Espécies reativas de oxigénio provocam danos oxidativos em biomoléculas
tais como lipidios e proteinas, eventualmente, levando a morte da planta (DEL RIO et al., 2003).
PGPR expressam enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD), a peroxidase
(POX), catalase (CAT) e antioxidantes ndo-enzimaticos, tais como o ascorbato, glutationa, e
tocoferol. Promovendo a desintoxicacdo de H,O, e MDA celular atraves da atividade do ciclo de
detoxificante Asada-Halliwell, onde este € um importante elemento de mecanismos de defesa da
planta contra EROs (LEE e LEE, 2000).
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5.5.3 Teor de prolina

Analisando a figura 30, nota-se que o teor de prolina diferiu entre os tratamentos de
estresse hidrico, 100%, 70%, 50% e 30%, em seus respectivos fatores, quando ndo inoculado e
inoculado, nos teores de prolina. Por outro lado, ndo se diferiram entre si nos tratamentos de
100% e 70% da capacidade de campo para o arroz ndo inoculado. Observou-se também, que ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos apds as plantas serem reidratadas mesmo

quando inoculado e ndo inoculado.
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Figura 30. Teor de prolina (mmol.g*MF) em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob diferentes
condigOes de restricdo hidrica e diferentes condigdes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condigdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)

(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variagdo.
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Houve aumento linear na atividade do teor de prolina no genotipo de arroz vermelho sob
diferentes condigdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagdo (Figura 30). A
acao desse osmorregulador foi mais intensificada quando as plantas passaram por um deficit
hidrico maior, com 30% de capacidade de campo, tanto as nao inoculadas como inoculadas, com
0 aumento gradativo na capacidade de campo, sendo o conteldo desse aminoécido reduzido
quando a disponibilidade hidrica do solo foi aumentada, por outro lado, ndo se diferenciando

entre si nos tratamentos de 100% e 70% da capacidade de campo para o arroz ndo inoculado.

A planta mesmo sem passar por nenhum processo de restricdo hidrica produz pequenas
quantidades de prolina no seu metabolismo, mas quando ocorre o estresse ha um acumulo desse
osmorregulador, que atua como um adaptador de tolerancia das plantas sob restricdo hidrica, e
aumenta também o ajuste osmotico da célula. A G. diazotrophicus é uma bactéria endofitica,
vive no interior da planta, ndo apenas nas raizes, e capaz de fixar nitrogénio atmosférico.
Segundo Grover et al. (2011), as plantas podem produzir substancias osmotolerantes como a
prolina, cuja biossintese pode ser estimulada em presenca de bactérias nas plantas em respostas a
estresses biodticos e abidticos, podendo mediar o ajuste osmético, e proteger membranas e
proteinas contra efeitos adversos do aumento da concentracdo de ions inorgéanicos. Por isso,
constatou-se que a bactéria talvez tenha influenciado o aumento da producédo de prolina quando
as plantas passavam por estresse hidrico, principalmente nos niveis mais elevados como 30%,
50% e 70% de CC. Mas ainda existe controvérsia se 0 acimulo de prolina é uma consequéncia
do estresse ou proporciona beneficios as plantas sob condi¢fes adversas (ASHRAF e FOOLAD,
2007).

Observou-se ainda que, quando o arroz vermelho encontrava-se na situacdo de 100% de
capacidade de campo ndo houve diferenca significativa entre os fatores inoculado, ndo
inoculado, inoculado hidratado e n&o inoculado hidratado. No entanto, houve diferenca
significativa entre os fatores inoculado, ndo inoculado, inoculado hidratado e n&o inoculado
hidratado para 70% da capacidade de campo, havendo insignificancia para ndo inoculado, ndo
inoculado hidratado e inoculados hidratado (Figura 30). Estando a planta em 50% e 30% da
capacidade de campo, verificou-se diferenca entre inoculado e ndo inoculado, ndo inoculado
hidratado e inoculado hidratado, ndo havendo diferenca significativa entre inoculado hidratado e
ndo inoculado hidratado, evidenciando que o acumulo deste aminoacido nas plantas esta
relacionado com a quantidade de agua disponivel no solo. Trabalhos como de Abdul Jaleel et al.
(2007) estudando os efeitos da prolina no arroz constatou-se sua fun¢do osmoprotetora como

sendo um dos mecanismos adaptativos dos vegetais aos inumeros efeitos causados pelos
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estresses abidticos, mantendo-se o equilibrio hidrico e preservando a integridade celular de

proteinas, enzimas e membranas.

Em plantas sob estresse, o conteddo de prolina pode aumentar até 100 vezes, em
comparacdo ao observado em plantas cultivadas sob condi¢fes normais, esse acumulo fornece
um importante parametro para a selecdo de plantas resistentes (VERBRUGGEN e HERMANS,
2008), é comum a constatacdo de que teores aumentados de prolina atenuam os efeitos do
estresse hidrico (CVIKROVA et al., 2013; FILIPPOU et al., 2014).

A prolina, também pode ser considerada como um marcador do déficit hidrico, o que
indica que as plantas inoculadas, caracterizada por um maior acimulo de prolina, foram menos
estressadas do que as plantas ndo inoculadas. Além disso, a prolina pode atuar como um
eliminador eficaz de EROs na protecdo contra a desnaturacdo e na estabilizacdo de membranas e
estruturas subcelulares (KISHOR et al., 2005).

A inoculagdo com Azospirillum leva a um teor mais elevado de prolina
(KANDOWANGKO et al., 2009) e aminoacidos livres em milho sob condi¢bes de estresse
hidrico (SANDHYA et al., 2010). Verbruggen e Hermans (2008) relataram que a acumulacao de
prolina € uma das alteracdes mais conhecidas induzidas pelo estresse hidrico e salino em plantas.
Kandowangko et al. (2009) observaram que a inoculagdo do milho com Azospirillum provoca
um aumento no teor foliar de prolina. Varias estirpes de PGPR tais como, Burkholderia
(BARKA et al., 2006), Arthrobacter, Bacillus e (SZIDERICS et al., 2007), aumentam a sintese
de prolina em plantas estressadas, o que ajuda na manutencdo da célula, ajudando assim a planta
a lidar com o estresse hidrico. Prolina pode aumentar a atividade de vérias enzimas,
estabilizando o pH dentro da célula e levando a uma manutencdo da atividade antioxidante
combatendo espécies reativas de oxigénio (VERBRUGGEN e HERMANS, 2008).

O acumulo de prolina € um dos meios naturais de adaptacdo ao estresse ambiental. A
prolina € um osmdlito ndo-toxico e bom em manter a osmoregulagdo sob estresse hidrico
(AHMAD e JHON, 2005; AHMAD e SHARMA, 2008; AHMAD, 2010; AHMAD et al., 2010b,
2011, 2012a; KATARE et al., 2012; RASOOL et al., 2013a, b. Prolina também atua como
armazenamento de energia (ou seja, C e N) durante o estresse salino (GOAS et al., 1982;.
AGGARWAL et al., 2012). O acumulo de prolina aprimorado pode estar ligado com o0 aumento
da capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio em plantas como demonstrado por Evelin et al.,

(2009) em feijdo guandu.
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5.5. 4 Glicina betaina

Com relacdo a atividade da glicina betaina, observou-se acimulo com aumento da
restricdo hidrica nas plantas de arroz vermelho principalmente com 30% de CC, isso aconteceu
para as plantas inoculadas e ndo inoculadas com G. diazotrophicus, talvez tenha sido devido a
sintese da glicina betaina é desencadeada a partir da falta de agua no meio celular (SZABADOS
etal., 2011).

100

I N2o Inoculado (VAT
90 4 [ Inoculado C.V. (/0) 1’07
=554 Nao Inoculado Hidratado
iL 80 { 7ZZ2 Inoculado Hidratado
'rs Aa
o 70 A
E Ab
£ 60 -
é B
Ba a
(4] -
g % AdAa BaBa 873
B 40- Ab=r =
oQ :
2 30-
S :
O 20 .
)
10 "
:
0 1 T
100 70 50 30

Porcentagem de Agua no Solo

Figura 31. Teor de glicina betaina (mmol.g"MF) em folhas do gen6tipo de arroz vermelho sob diferentes
condicdes de restricdo hidrica e diferentes condigdes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas
iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) (condigdo de inoculagdo em cada porcentagem de agua
do solo) e médias seguidas de letras mindsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05)

(porcentagens de &gua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variag&o.

As plantas ndo inoculadas principalmente aos niveis de 100%, 70% e 50% de CC n&o se

diferenciaram estatisticamente, comparando com as inoculadas o conteudo deste osmoprotetor
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foi reduzido quando a disponibilidade hidrica do solo foi aumentada (Figura 31). Ja que a glicina
betaina € um composto que pode desempenhar protecdo eficaz contra o estresse (CHEN e
MURATA, 2008; ASHRAF e FOOLAD, 2007), podendo ser acumulativa e ndo toxica para a
planta, além de equilibrar a diferenca osmdtica em torno da célula e do citosol (WANI et al.,
2013), atua também como o protetor das membranas dos tilacoides que faz com que mantenha a
eficiéncia da fotossintese (ASHRAF e FOOLAD, 2007).

Constatou-se que, com 0 aumento de estresse hidrico se obteve uma maior absorcéo de
glicina betaina nas plantas inoculadas, diferindo estatisticamente dos ndo inoculados, inoculados
hidratados e ndo inoculados hidratados. No entanto, apds uma hora da reidratacdo das plantas de
arroz vermelho foi possivel observar que houve uma estabilizacdo no teor de glicina betaina
tanto nas plantas inoculadas e ndo inoculadas com G. diazotrophicus, havendo assim uma
protecdo na estrutura celular na planta (Figura 31). Conclui-se entdo que a bactéria possa ter
exportado glicina betaina para a planta, ja que alguns microrganismos como a propria G.
diazotrophicus tem a capacidade de estimular o crescimento com a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, producdo de fitorménios, aumento da produtividade. Por conseguinte, as bactérias
também produzem substancias osmotolerantes como a glicina betaina, que atua juntamente com
outros compostos vegetais na reducdo do potencial hidrico das células, ajudando assim na
tolerancia a seca, ao frio e a salinidade (DIMKPA et al., 2009). Mas muitas culturas ndo se
acumulam glicina betaina naturalmente, e o arroz é uma delas, é o Unico cereal que tem duas
enzimas betaina aldeido desidrogenase (BADH), que estdo envolvidas na biossintese de glicina
betaina, via colina, e um gene codificador mono-oxigenase de colina (OCM), ambos 0s quais
estdo localizados no estroma do cloroplasto (WANI et al., 2013), fazendo com que s6 ocorra
acumulo de glicina betaina quando a planta esta sob estresse (SHIRASAWA et al., 2006), isso
deve se explicar o fato de que as plantas de arroz vermelho teve pouca acumulacdo de glicina

betaina sem restricdo hidrica.

Em pesquisas realizadas por Carlim e Santos (2009), com indicadores fisioldgicos da
interacdo entre déficit hidrico e acidez do solo em cana-de-agUcar, verificaram que a glicina
betaina contribui para o ajuste osmotico em plantas jovens de cana-de-agucar, sob o efeito
interativo dos estresses moderados de acidez (V = 55% a V = 34,9%), em solos com baixo

potencial hidrico.

Observou-se também que ndo houve diferenca significativa nos tratamentos apos as

plantas serem reidratados mesmo quando inoculado e néo inoculado (Figura 31).
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Glicina betaina (GB) fornece provas substanciais que sustentam seu conceito como soluto
osmoprotetor. GB ¢é sintetizada por apenas alguns microorganismos e ativamente transportada e
acumulada como um osmoprotetor por uma grande variedade de células (CSONKA e HANSON,
1991). E geralmente aceito que um osmoprotetor deve ser acumulado duradouramente dentro da
célula para ser eficaz. Este conceito foi estabelecido com base em estudos de membros da
familia Enterobacteriaceae e varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
Sinorhizobium meliloti, que catabolizam a maioria dos osmoprotetores conhecidos, incluindo GB
e ectoine (TALIBART et al., 1997).

Jha et al. (2010) relataram que o arroz em casca (Oryza sativa L.), inoculado com P.
Pseudomonas mostrou-se significativamente mais elevado na concentragdo de compostos

quaternarios de GB e uma biomassa da parte aérea superior sob condi¢des de estresse hidrico.

A glicina betaina protege as plantas contra efeitos adversos do estresse hidrico. As
plantas tratadas com bactérias endofiticas acumulam glicina betaina sob estresse e, assim, evita
qualquer dano a plantas. Varios relatos tém mostrado que as plantas tratadas com bactérias
endofiticas aumentam a producdo de glicina betaina que contribuem para o ajuste osmotico das

plantas e, portanto, resulta em um processo fotossintético mais eficaz (SHENG et al., 2011).

5.6 Componentes produtivos

5.6.1 Numero de panicula por touceira

O ndmero de paniculas por touceira em plantas de arroz vermelho inoculado com G.
diazotrophicus e ndo inoculado, foi significativamente afetado pelos niveis de porcentagem de
agua no solo (figura 32). O aumento dos niveis de restricdo hidrica (100%, 70%, 50% e 30%),
proporcionou uma diminuicdo no numero de paniculas por touceira, porem de forma mais
acentuada nas plantas de arroz vermelho inoculadas, sendo que, aos niveis 100% e 70% ndo

diferiram entre eles, tendo esse comportamento para ambos os tratamentos de inoculagéo.
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Figura 32. Numero de paniculas por touceira do genétipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de
restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam
o0 desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maitsculas iguais, ndo diferem pelo
teste t (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas
de letras minGsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo).
C.V.(%): Coeficiente de variagao.

Com isso, provavelmente a produtividade total também sera afetada com o aumento do
déficit hidrico, ja que depende de vérios fatores, e um deles é a quantidade de paniculas por
touceira. Segundo Silva et al. (2009), avaliando cultivares de arroz de terras altas sob condic¢des
de sequeiro em Cassilandia, observaram menores produtividades, que provavelmente, estdo
associadas a auséncia de agua, principalmente no inicio da fase reprodutiva do arroz, o que reduz
0 nimero de paniculas por metro quadrado e o nimero de espiguetas por panicula. Freitas et al.
(2007), em estudo com cultivares de arroz irrigado sob diferentes doses de nitrogénio,
ressaltaram que o nimero de paniculas por m? foi o que mais se correlacionou com a
produtividade de grdos. Campestrini et al. (2014), estudando a eficiéncia de gendtipos de arroz
no uso de nitrogénio em solos de terras altas, constatou que, a cultivar Serra Dourada mostrou
maior nimero de paniculas por m? independentemente do ambiente cultivado, com ou sem
aplicacdo de nitrogénio, e a cultivar BRS Primavera aumentou o nimero de paniculas com a

reducdo da dose de nitrogénio, enquanto que as outras cultivares estudadas diminuiram o nimero
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de paniculas. De acordo com Fageria et al. (2006), o numero de paniculas é considerado uma
caracteristica da cultivar, contudo, essa caracteristica pode ser aumentada com a aplicacdo de

dose adequada de N.

5.6.2 Massa seca de 1000 graos

A massa seca de 1000 grdos foi influenciada nas plantas de arroz vermelho inoculada
com G. diazotrophicus, variando das plantas ndo inoculadas (Figura 33). Os parametros
inoculados ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos de 100% e 70%, 50% e 30%, mas
diminuiram a massa seca dos 1000 grdos na medida em que ocorria o decréscimo das
porcentagens de agua no solo. Isto pode ter ocorrido porque esta varidvel é caracteristica da
constituicdo genética da cultivar, sendo pouco influenciada pelas condi¢bes ambientais

(ADORNETT] et al., 2014).

30

C.V. (0/0) 9,96 EE N3o Inoculado
[ Inoculado
— 254 Aa
E) e
Ba
8 B Ab
uT
5 20 B Ab
o Bc
o
=)
-
o 151
-
©
o
L}
10 A
©
0
7]
©
= ;|
0
100 70 50 30

Porcentagem de Agua no Solo

Figura 33. Massa seca de 1000 grdos (g) do genétipo de arroz vermelho sob diferentes condigdes de
restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagcdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam
o0 desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maitsculas iguais, ndo diferem pelo

teste t (p<0,05) (condicdo de inoculagdo em cada porcentagem de &gua do solo) e médias seguidas
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de letras minGsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo).

C.V.(%): Coeficiente de variagao.

O mesmo comportamento foi observando para as plantas ndo inoculadas, sendo que teve
efeito significativo entre todos os niveis de restricdo hidrica, com maior massa de 1000 gréos em
plantas controle, a 100% CC, e menor massa a 30% CC. Em um estudo feito por Nunes et al.
(2012), visando buscar materiais tolerantes a seca em linhagens de arroz de terras altas sob
condicdo de déficit hidrico, encontrou-se variagdo de 2,2 a 2,6 g para massa de 100 grdos, 0 que
corresponde a variagdo de 22 a 26 g para massa de 1000 gréos. E segundo Terra et al. (2013),
existe uma tendéncia de reducdo no peso dos gréos, quando as plantas de arroz sdo submetidas
ao estresse hidrico, talvez essa reducdo possa ser explicada pela menor producdo de
fotoassimilados das plantas nessa condicdo, e tendo como consequéncia, uma menor exportacao

desses para o0 enchimento dos graos, 0 que resulta em menor peso.

5.6.3 Massa da produtividade total

A massa da produtividade total do arroz vermelho também foi um fator modificado com
as condicOes de inoculacdo entre e dentro de cada nivel de restricdo hidrica (Figura 34). A
produtividade das plantas inoculadas com G. diazotrophicus ndo diferiram entre os niveis de
100% e 70% CC, mas ao diminuir o nivel de restricdo hidrica a partir de 50% CC, comecou

também a decrescer a produtividade, com menor quantidade a 30% CC.
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Figura 34. Massa da produtividade total (g) do genotipo de arroz vermelho sob diferentes condi¢Ges de
restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam
o0 desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras maitsculas iguais, ndo diferem pelo
teste t (p<0,05) (condicdo de inoculacdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas
de letras minGsculas iguais, ndo diferem pelo teste de F (p<0,05) (porcentagens de agua do solo).
C.V.(%): Coeficiente de variagao.

Enquanto que, para a produtividade de arroz vermelho ndo inoculado, diferiu
significativamente em todos os niveis de porcentagem de agua no solo, na medida em que
diminui a quantidade de agua, a produtividade também decrescia, tendo muito fraca a
produtividade a 30% CC. Fageria et al. (2009), trabalhando com cinco genoétipos de arroz
irrigado e com duas doses de N, observaram influencia significativa dos gendtipos e das doses
sobre a produtividade de grdos. Heinemann (2010), estudando a caracterizagdo dos padrdes de
estresse hidrico para a cultura do arroz (ciclo curto e médio) no estado de Goias e suas
conseqiiéncias para 0 melhoramento genético, verificou que o estresse hidrico a partir de dez dias
antes do periodo de florescimento induz a cultura do arroz de terras altas a perdas superiores a
60% da produtividade, sendo critico na fase de enchimento de grdos. Cancellier et al. (2011),
analisando a Eficiéncia agrondmica no uso de nitrogénio mineral por cultivares de arroz de terras
altas, observaram que o déficit hidrico prolongou-se e intensificou-se na fase de emissdo das
paniculas, prejudicando também a fase de enchimento de grdos onde teve elevada esterilidade

das espiguetas.
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8. CONCLUSOES

O arroz vermelho mostrou-se bastante responsivo a inoculacdo com a bactéria G.
diazotrophicus, onde pode ser observado um grande incremento em sua producdo em condi¢cfes

de cultivo alagado, bem como em condicdes de restricao hidrica;

A inoculacdo com a bactéria G. diazotrophicus, mostrou ser uma potencial ferramenta

contra o estresse hidrico em arroz vermelho;

O arroz vermelho apresenta ajustes fisiologicos e bioquimicos em funcdo da restricao
hidrica do ambiente em que se desenvolve. No entanto, sob condi¢cdes de inoculacdo com G.

diazotrophicus as condicGes de deficiéncia hidrica sdo mitigadas;

O déficit hidrico no arroz vermelho inoculado com G. diazotrophicus aumenta a

concentracdo dos osmoreguladores ativando a protecéo contra danos celulares;

As plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus destacam-se quanto a sua
producéo, com maiores valores no nimero de paniculas por touceira, massa seca de 1000 graos e
massa da produtividade total, em relacdo as plantas ndo inoculadas, reflexo desses resultados

também sdo encontrados em alguns parametros fisioldgicos e bioguimicos.

A interacdo entre o arroz vermelho e a bactéria G. diazotrophicus promoveu um eficiente
mecanismo de protecdo contra o estresse hidrico, possivelmente por meio do aumento no

metabolismo fotossintético vegetal, onde as plantas inoculadas quando expostas a condi¢des de
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restricdo hidrica modularam todas as respostas ecofisiolégicos a favor de um melhor

desempenho no ambiente adverso;
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