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RESUMO 

 

 

 
PASSOS, Letícia Cespom; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Abril de 2018; Estudo comparativo do uso da transgenia AVP1OX e 
de bactérias diazotróficas, e respectivos mecanismos de resposta ao estresse 
hídrico em arroz; Orientador: Prof. Arnoldo Rocha Façanha; Co-orientador: Prof. 
Fabio Lopes Olivares. 
 

Diante de uma escassez global de recursos hídricos, a seca é um dos principais 

fatores que limitam a produção agrícola. Com o crescimento da população mundial 

e o aumento da produção de alimentos, é de importância estratégica o 

desenvolvimento de técnicas que reduzam a necessidade de água em períodos de 

estresse hídrico. Nesse sentido, o uso de bactérias promotoras do crescimento 

vegetal e de plantas transgênicas que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX), se 

destacam-se dentre as estratégias mais bem-sucedidas na promoção da tolerância 

ao estresse hídrico visando uma agricultura mais eficiente e sustentável nas 

próximas décadas. No presente estudo são investigados parâmetros fisiológicos, 

bioquímicos, e nutricionais de plantas transgênicas de arroz que superexpressam 

a H+-PPase e da inoculação com a bactéria Herbaspirillum seropedicae, sob 

estresse hídrico. Dentre as alterações apresentadas nas plantas AVP1OX em 

relação aos efeitos da seca, foram encontradas uma maior capacidade de 

assimilação de carbono, associadas a maiores aberturas estomáticas, ao conteúdo 

de clorifila, a biomassa da parte aérea, e uma maior eficiência no uso da água. 

Enquanto que plantas não transformadas quando inoculadas com H. seropedicae 

promoveram maior conteúdo relativo de água em seus tecidos foliares, mesmo 
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apresentando uma menor eficiência no uso da água. Durante o período de 

reirrigação, ambas as estratégias se mostraram eficientes na recuperação após o 

estresse hídrico, promovendo a formação de um sistema radicular mais robusto. 

Modificações nos conteúdos de macronutrientes não foram identificadas sejam no 

estresse, como no período de recuperação das plantas. Também não foram 

encontrados efeitos somatórios na melhoria dos parâmetros fisiológicos referentes 

a associação da inoculação com H. seropedicae em genótipos AVP1OX. 

Entretanto, na atividade hidrolítica das bombas de prótons vacuolares, que foram 

mais estimuladas durante o período de reirrigação parece haver uma modulação 

diferenciada sugerindo um possível efeito sinérgico da inoculação em plantas 

transgênicas. Em conclusão, tanto a inoculação com a Herbaspirillum seropedicae 

e quanto a transformação gênica AVP1OX apresentaram efeitos bastante similares 

na indução de tolerância ao estresse hídrico, mas efeitos aditivos ou 

complementares só se manifestam nas respostas de recuperação pós-estresse.  

 

Palavras chave: AVP1, Herbaspirillum seropedicae, estresse abiótico, bombas de 

prótons.  
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ABSTRACT 

 

 

 

PASSOS, Letícia Cespom; MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; April 2018; Comparative study of the use of AVP1OX transgenic and 
diazotrophic bacteria, and mechanisms of response to water stress in rice; Advisor: 
Prof. Arnoldo Rocha Façanha; Co-advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.  
 

Facing the global shortage of water resources, drought is one of the main factors 

limiting agricultural production. With the world population growth and the rise of food 

production, an important strategy is the development of techniques to reduce the 

requirement of extensive water in a period of water deficit. Therefore, the use of 

plant growth promoting bacteria and transgenic plants which overexpress H+-PPase 

(AVP1OX) represent the most successful strategies in promoting tolerance to 

drought stress, aiming a more efficient and sustainable agriculture in the coming 

decades. In the present study, physiological, biochemical and nutritional parameters 

of transgenic rice plants, that overexpress H+-PPase, and inoculation of the 

diazotrophic bacteria Herbaspirillum seropedicae under drought stress condition 

were investigated. Among the alterations presented in the AVP1OX plants, in 

relation to the effects of drought, a greater carbon assimilation capacity was found, 

associated with greater stomatal openings, chlorophyll content, shoot biomass, and 

greater water-use efficiency. While wild-type plants, when inoculated with H. 

seropedicae, promoted a higher relative water content in their foliar tissues, even 

though they presented a lower water-use efficiency. During the reirrigation period, 

both strategies proved to be efficient in the recovery after water drought, promoting 
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the formation of a more robust root system. Changes in macronutrient contents were 

not identified in stress condition either in the recovery period of the plants. 

Furthermore, none additional effects were found in the improvement of the 

physiological parameters regarding the association of the inoculation with H. 

seropedicae in AVP1OX genotypes. However, in the hydrolytic activity of the 

vacuolar proton pumps, which were more stimulated during the reirrigation period, 

there seems to be a distinct modulation suggesting a possible synergistic effect of 

the inoculation in transgenic plants. In conclusion, both the inoculation with 

Herbaspirillum seropedicae and the gene transformation AVP1OX showed quite 

similar effects in the induction of tolerance to drought stress, but additive or 

complementary effects are only manifested in post-stress recovery responses.  

 

Key words: AVP1, Herbaspirillum seropedicae, abiotic stress, proton pumps. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 Devido ao aumento da população mundial observada nas últimas décadas, 

estima-se que a produção agrícola deva ser aumentada em 60% até 2050 para 

atender a crescente demanda alimentícia, significando que deverá ser produzido 

um bilhão de toneladas anuais de cereais para satisfazer esta demanda (Pingali, 

2006; OECD/FAO, 2012). Nesse contexto, o arroz (Oryza sativa L.) desponta como 

o segundo cereal mais produzido no mundo com uma produção anual estimada de 

mais de 480 milhões de toneladas, de acordo com a USDA (2017). Estima-se que 

a cultura do arroz apresente melhorias de rendimento médio que chegam a 1% ao 

ano, entretanto, a taxa necessária para atender o aumento da demanda pelo menos 

nas próximas três décadas é de 2,4% ao ano (Ray et al., 2013). 

 O cultivo do arroz é particularmente suscetível ao estresse hídrico. Estima-

se que 50% da produção mundial de arroz é drasticamente reduzida pela seca 

devido a chuvas imprevisíveis e insuficientes durante o período de crescimento 

(Crosson, 2005). Fato que é agravado pelas mudanças climáticas globais, que vêm 

provocando um aumento das temperaturas e uma distribuição alterada de chuvas, 

aumentando ainda mais a frequência e duração das secas (Clair e Lynch, 2010). 

 Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas que reduzam a necessidade 

de água extensiva em período de déficit hídrico, se constitui numa prioridade 

estratégica para viabilizar uma agricultura eficiente e sustentável nas próximas 

décadas. O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tem se 

tornado uma das alternativas mais promissoras na implementação de uma 

agricultura sustentável, e o uso de plantas geneticamente modificadas, com o 



2 
 

 

mesmo propósito, ainda que de forma bem mais controversa, também se expande 

rapidamente. 

Os micro-organismos promotores do crescimento proporcionam diversos 

benefícios às plantas hospedeiras (Babalola, 2010). Como é o caso da bactéria 

Herbaspirillum seropedicae que é considerada uma BPCV, por apresentar 

características como fixação biológica do nitrogênio, solubilização de fosfato e 

zinco, síntese de sideróforo, síntese de fitormônios e capacidade de reduzir os 

níveis de etileno prejudiciais ao crescimento das plantas sob estresse (Bastián et 

al., 1998; Pedrosa et al., 2011). As BPCV, além de ocasionar benefícios ao 

desenvolvimento das culturas, ainda demonstram apresentar um papel na melhoria 

dos efeitos da seca (Zaied et al., 2003; Potters et al., 2007) supondo que estes 

benefícios estariam relacionados ao estímulo da produção de fitohormônios (Cohen 

et al., 2008; Porcel et al., 2014) e da promoção da preservação de maior conteúdo 

de água nos tecidos vegetais (Creus et al., 2004; Aguiar et al., 2016).  

Estudos demonstraram que a superexpressão de genes que codificam as 

bombas de H+ em plantas também pode representar uma importante estratégia 

para o aumento na produtividade de várias espécies de importância agrícola (Park 

et al., 2005; Gaxiola et al., 2007). As bombas de H+ constituem os sistemas de 

transporte primários em membranas celulares vegetais e fúngicas (Sondergaard et 

al., 2004) que geram uma força próton-motriz, a qual energiza transportadores 

secundários para o transporte de nutrientes e outros metabólitos (Shavrukov e 

Hirai, 2015). 

A superexpressão do gene AVP1 (AVP1OX) que codifica a H+-PPase em 

plantas tem sido relacionada com a regulação do transporte de auxina, a promoção 

do desenvolvimento radicular, aumento da captação de nutrientes e a tolerância ao 

estresse hídrico (Li et al., 2005), este último devido principalmente ao maior 

acúmulo de solutos no vacúolo que aumentam a retenção de água na planta e a 

maior formação de raízes laterais (Gaxiola et al., 2001). 

 Dessa forma, a hipótese deste estudo é de que a superexpressão da H+-

PPase em plantas possui efeitos miméticos com os benefícios que as plantas 

inoculadas por bactérias promotoras do crescimento vegetal ocasionam, 

promovendo a ativação das bombas de H+, que consequentemente, estimulam o 

crescimento vegetal, a absorção de nutrientes, as trocas gasosas e a tolerância ao 

estresse hídrico. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1. A cultura do arroz 

 

O arroz é uma planta da família das gramíneas, do gênero Oryza e que 

possui em torno de vinte espécies, sendo esta a mais cultivada, a espécie Oryza 

sativa (Juliano, 1993). Estudos demostram que esta espécie é originária da Ásia e 

acredita-se que a sua domesticação tenha ocorrido aproximadamente entre 10.000 

e 9.000 anos atrás (Londo et al., 2006; Kawakami et al., 2007). 

O arroz é um dos cereais mais consumidos mundialmente, sendo o segundo 

mais produzido no mundo com uma estimativa anual de mais de 480 milhões de 

toneladas (USDA, 2017). O Brasil é o nono maior produtor mundial, produzindo 

anualmente 12 milhões de toneladas, sendo a Região Sul responsável por cerca 

de 81,6% da produção nacional (Conab, 2017). 

No Brasil, o arroz é consumido especialmente na forma de grãos, sendo 

conhecidos como arroz branco, arroz integral e arroz parboilizado, em função da 

forma de processamento pós-colheita (Vieira et al., 2006). Uma outra forma de 

utilização do arroz é através da produção de bebida alcoólica característica dos 

povos do Extremo Oriente, que é chamado de saquê (Mcgee, 2014). 

O arroz, por ser uma espécie cujo processo evolutivo possibilitou se adaptar 

a diferentes condições do ambiente, é uma cultura que pode ser cultivada tanto em 

ecossistemas de várzeas, sendo irrigado por inundação controlada, ou no sistema 

de sequeiro, no qual a cultura pode ser conduzida sem irrigação, dependendo da 
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água proveniente da chuva ou com irrigação suplementar através de aspersão 

(Santos et al., 2006). No entanto, a disponibilidade limitada de água no futuro, 

agravada pelos efeitos das mudanças climáticas, pode reduzir a capacidade de 

irrigação dos campos, o que pode resultar em aumento da incidência do estresse 

hídrico da lavoura (Chauhan e Abugho, 2013). 

No Brasil, essa cultura é produzida tanto através do cultivo de sequeiro, que 

também é chamado de “cultivo em terras altas”, como pelo cultivo de arroz irrigado 

(Conab, 2015). A área cultivada com arroz no Brasil é de 2,4 milhões de hectares, 

sendo 55,8% da área no sistema de cultivo irrigado. Os outros 44,2% da área 

plantada com arroz de terras altas está concentrada na região Centro-Oeste (Mato 

Grosso e Goiás), Nordeste (Piauí e Maranhão) e Norte (Pará e Rondônia) (Conab 

2015). No entanto, no caso da cultura do arroz de terras altas, seu cultivo pode 

estar sujeito a múltiplos estresses abióticos e a sua performance é caracterizada, 

principalmente, em função da ocorrência, duração e intensidade da precipitação 

pluvial (Tuong et al., 2000) já que é cultivado em suma maioria sem o advento da 

irrigação, podendo afetar diretamente a sua produtividade. Devido a redução da 

produtividade nos cultivos de arroz de sequeiro em detrimento dos efeitos do 

estresse hídrico, este cultivo vem perdendo espaço com o passar das safras devido 

a migração dos produtores para culturas mais rentáveis (Conab, 2017). 

 

2.2. Estresse hídrico em plantas 

  

O aumento no consumo de água, a má gestão de recursos hídricos e a 

poluição estão contribuindo com a escassez da água no mundo (Petit et al., 1999). 

As mudanças climáticas globais ainda vêm provocando um aumento das 

temperaturas e uma distribuição alterada de chuvas, aumentando a frequência e 

duração de secas que provocariam efeitos negativos na produtividade agrícola 

(Clair e Lynch, 2010). De todos os recursos que as plantas necessitam para crescer 

e se desenvolver, a água é o mais primordial (Taiz e Zeiger, 2013), podendo 

interferir desde o início do desenvolvimento vegetal, reduzindo o acúmulo de 

fitomassa, a velocidade do crescimento, e consequentemente reduzindo a 

produtividade final (Ni et al., 2000). 
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As respostas da planta aos efeitos do estresse hídrico variam em resposta a 

diversos fatores, tais como a intensidade do estresse, a velocidade de imposição e 

o estágio de desenvolvimento em que a planta se encontra (Kramer e Boyer, 1995). 

Um dos mecanismos que a planta apresenta diante da falta de água é a 

regulação da condutância estomática mediante a distribuição e acumulação do 

hormônio ácido abscísico (ABA) nos tecidos foliares (Davies e Zhang, 1991), a fim 

de reduzir a perda de água por transpiração, e evitar a desidratação dos tecidos, 

como um recurso para a manutenção da turgescência (Larcher, 2000). Esse 

fechamento estomático, apesar de aumentar a eficiência do uso da água, interfere 

diretamente na redução da taxa fotossintética, reduzindo a fixação de carbono 

(Flexas et al., 2006).  

O estresse hídrico não reduz a fixação do carbono mediante apenas ao efeito 

do fechamento estomático, mas também através de fatores chamados de não-

estomáticos. Na fotossíntese, a luz é absorvida pelo pigmento clorofila, que quando 

excitado, transfere energia para os centros de reação dos fotossistemas I e II 

(Young e Frank, 1996). A redução no transporte de elétrons, que pode levar ao 

decréscimo na síntese de ATP e NADPH, assim como limitações bioquímicas, 

como a redução na eficiência carboxilativa ou na atividade de enzimas do 

metabolismo de carbono (Lu e Zhang, 1999). 

As plantas também podem apresentar respostas celulares ao estresse, 

podendo incluir mudanças no ciclo de divisão celular, nas membranas celulares, na 

arquitetura da parede celular e no metabolismo celular (Bray et al., 2001). O 

estresse hídrico ainda intervém no processo fotossintético gerando modificações 

nos teores de clorofilas das folhas, sendo estas estudadas em determinadas 

plantas como indicadores fisiológicos de estresse (Mohawesh e Al-Absi, 2009).  

 Para as plantas de arroz, estudos têm demonstrado que estas podem 

apresentar diversas alterações morfológicas em diferentes estágios de crescimento 

em resposta ao estresse hídrico. Envolvendo muitas vezes a redução da altura de 

plantas, senescência foliar, fechamento estomático, diminuição do alongamento 

foliar, menor produção de matéria seca e redução dos teores de nutrientes da parte 

aérea (Crusciol et al., 2003; Farooq et al., 2010; Kumar et al., 2015). Alterações 

fisiológicas, como teor de clorofila, transpiração e fotossíntese, também já foram 

observadas em resposta ao estresse hídrico (Fukai e Cooper, 1995). 
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2.3. Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal  

 

Existe um grupo muito diversificado de bactérias que são caracterizadas por 

promoverem o crescimento de plantas através de influência indireta na morfologia 

vegetal e apresentar uma relação com um maior rendimento de diversas culturas 

de interesse agrícola, como por exemplo o arroz. Estas bactérias atualmente são, 

portanto, reconhecidas como “bactérias promotoras do crescimento vegetal” 

(BPCV). 

Dentre alguns dos mecanismos que estas bactérias promovem estão a 

fixação biológica de nitrogênio, a solubilização de fosfato, o alívio do estresse 

abiótico, a produção de sideróforos, a produção de 1-aminociclopropano-1-

carboxilato desaminase (ACC), além de produzir fitohormonios, indução de 

resistência sistêmica, promovendo simbioses benéficas com as plantas 

(Bhattacharyya, 2012) que podem auxiliar no crescimento e desenvolvimento da 

planta. 

 

2.4. Herbaspirillum seropedicae 

 

Em 1984, foi isolada a partir da rizosfera de plantas de milho, sorgo e arroz, 

a primeira bactéria que fixava nitrogênio e que vivia dentro do hospedeiro, sendo 

considerada assim uma bactéria endofítica diazotrófica, que primeiramente foi 

chamada de Azospirillum seropedicae (Baldani et al., 1984). No entanto, após 

estudos de hibridação DNA: DNA foi visto que esse grupo de bactérias, embora 

possuíssem características morfológicas e fisiológicas próximas ao gênero 

Azospirillum, pertenciam a um novo gênero e, portanto, a uma nova espécie, 

passando a ser chamada de Herbaspirillum seropedicae (Baldani, 1986). 

Dentre as características da bactéria diazotrófica, destaca-se a capacidade 

de colonizar o interior e a parte aérea dos tecidos vegetais (Baldani et al., 1997), 

colonizando principalmente as plantas gramíneas de grande interesse econômico, 

como as culturas de cana-de-açúcar, trigo, sorgo, milho e arroz (Olivares et al., 

1996).  

O início da associação entre a bactéria e a planta se dá através da 

exsudação de carbono pelo sistema radicular da planta que serve como 

fornecimento para a bactéria, ocorrendo sua ligação na superfície radicular e a 

infecção no tecido vegetal através dos pontos de emergência de raízes laterais 
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(Figura 1) (Monteiro et al., 2012). Após H. seropedicae entrar no sistema vegetal 

pelas raízes ocorre a colonização pelos espaços intercelulares e também pelos 

vasos do xilema (James e Olivares, 1998). 

 

Figura 1. Adesão e colonização de tecidos vegetais por H. seropedicae (Monteiro 
et al., 2012). 
 

A Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria considerada promotora de 

crescimento vegetal, por apresentar características como fixação biológica de 

nitrogênio, solubilização de fosfato e zinco, síntese de sideróforo, síntese de 

fitormônios como as auxinas e giberelinas e capacidade em reduzir os níveis de 

etileno prejudiciais ao crescimento das plantas sob estresse (Bastián et al., 1998; 

Pedrosa et al., 2011). Evidências sugerem que muitos dos benefícios promovidos 

pela bactéria H. seropedicae devam-se a produção de auxina (Bastian et al., 1998), 

a qual uma vez produzida e secretada induziria um maior volume radicular, maior 

número de raízes laterais e maior capacidade de absorção de nutrientes, resultando 

no maior crescimento da planta (Baldani et al., 2000; Canellas et al., 2013). 

Devido às características citadas anteriormente, estas bactérias podem 

utilizar mecanismos para mitigar estresses ambientais, como por exemplo, a 

deficiência de água. Estudos demonstram que plantas que são inoculadas com 

bactérias e são expostas ao estresse hídrico continuam a acumular biomassa 

vegetal (Mayak et al., 2004) e, portanto, apresentam uma diminuição dos danos 

ocasionados pela restrição de água. Segundo Aguiar et al. (2016) plantas de cana-

de-açúcar quando inoculadas com H. seropedicae mantiveram o potencial hídrico 

foliar através da redução da condutância estomática, resultando assim em maior 

preservação de água na planta.  

 Um outro mecanismo sugerido na literatura que é empregado pelas 

bactérias promotoras do crescimento de plantas que podem prover um contínuo 

crescimento das plantas sob condições de estresse é através da produção da 

Folha

Caule

Raiz
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enzima chamada de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase, que 

reduz os níveis de etileno da planta (Belimov et al., 2009; Zhang et al., 2018). Esta 

enzima é responsável pela clivagem do precursor de etileno da planta, o ACC, nos 

compostos amônia e α-cetobutirato (Honma e Shimomura, 1978). Ao reduzir os 

níveis de ACC nas plantas, os organismos produtores de ACC desaminase, 

respectivamente, diminuem os níveis de etileno da planta (Glick et al., 1998; 2017) 

levando a redução dos efeitos inibitórios do crescimento vegetal, retardando o 

processo de senescência da planta (Khalid et al., 2004; Pierik et al., 2006) e 

permitindo o seu crescimento mesmo sob condições de estresse. Assim como a 

produção de fitohormônios pelas bactérias e seu balanço adequado, que pode 

promover o aumento do volume radicular através da formação de raízes laterais 

associado ao aumento da atividade da H+-ATPase nas raízes, permitindo que se 

tenha uma maior absorção de nutrientes e água (Olivares et al., 2002) em solos 

com déficits hídricos. 

 

2.5. As Bombas de Prótons  

 

 Os principais tipos de bombas eletrogênicas das células vegetais são as 

H+-ATPases do tipo P localizadas na membrana plasmática, as H+-ATPases do tipo 

V e H+-Pirofosfatases (H+-PPases) localizadas nos tonoplastos (Gaxiola, 2007). A 

ativação e o fluxo de prótons provocados pelas bombas nas membranas celulares, 

exercem um papel fundamental no funcionamento de diversos processos 

fisiológicos. Existem evidências de sua participação no controle do ciclo celular, no 

balanço osmótico, na absorção de nutrientes e na expansão celular (Rayle e 

Cleland, 1992; Kalampanayl e Wimmers, 2001). 

 As H+-ATPases do tipo P são responsáveis pelo bombeamento de prótons 

para fora das células de plantas e fungos, energizado pela hidrólise de ATP 

(Morsomme et al., 2000; Palmgren, 2001; Duby e Boutry, 2009). Dessa forma, é 

gerado na membrana plasmática um gradiente eletroquímico de prótons que é a 

força proton motriz responsável pela ativação de sistemas de transporte 

secundários, via membrana plasmática (Bukrinsky et al., 2001), que vão ser 

responsáveis pela absorção de nutrientes pela planta. 

 Dentre os mecanismos responsáveis pelo crescimento vegetal já descritos, 

tem-se a clássica teoria do crescimento ácido que diz que a ativação das H+-



9 
 

 

ATPase que bombeiam prótons do citosol para o apoplasto, deixando o pH 

acifidicado, é essencial para a ativar expansinas e outras enzimas que estão 

envolvidas no afrouxamento bioquímico da parede celular (Rayle e Cleland, 1992; 

Hager, 2003). Através desse fenômeno a rede de polímeros de celulose, 

hemicelulose e pectina que integra a parede celular se plasticiza, e juntamente com 

a entrada de água para dentro da célula, ocorre um aumento da pressão 

turgescência, fundamental para que ocorra a expansão da célula (Rayle e Cleland, 

1992; Hager, 2003; Perrot-Rechenmann, 2010). O turgor celular é mantido em 

função da entrada de água e íons como o K+ no vacúolo, processo este dependente 

do gradiente eletroquímico gerado por H+-ATPases do tipo V (V-ATPase) e da H+-

pirofosfatase (H+-PPase), que mantêm o gradiente transmembranar no tonoplasto. 

Nesta membrana, o bombeamento de prótons pela H+-PPase é funcional na 

energização dos sistemas de transporte secundários da membrana vacuolar, que 

vai atuar juntamente em sincronismo com a V-ATPase de tonoplasto e com a P-

ATPase no controle da homeostase citoplasmática (Gaxiola et al., 2007). 

 

2.5.1. AVP1: a H+-PPase vacuolar de plantas 

 

         As H+-PPases são proteínas altamente hidrofóbicas e que possuem uma única 

subunidade com cerca de 80 kDa. Elas utilizam a energia derivada da hidrólise do 

pirofosfato inorgânico citosólico (PPi) para bombear os prótons ativamente para o 

interior dos vacúolos (Zhen et al., 1997; Maeshima, 2000; Duan et al., 2007). 

O aumento da acidificação vacuolar ocasionada pelas H+-PPases 

vacuolares (e pelas H+-ATPases vacuolares) permite uma diferença de potencial 

eletroquímico de íons H+ ao longo da membrana vacuolar que pode ser utilizado 

por outros transportadores para a entrada de íons para dentro do vacúolo, como 

por exemplo o antiporte Na+/H+, para a entrada de Na+ (Maeshima, 2000; Kriegel 

et al., 2015). O sequestro de Na+ pelo vacúolo permite uma diminuição dos efeitos 

tóxicos causados por esse cátion quando localizados no citosol e ainda aumenta a 

retenção de água nos tecidos vegetais (Gaxiola et al., 2001). 

As H+-PPases ainda regulam o transporte polar de auxina, aumentando a 

atividade das H+-ATPase de membrana plasmática, que através do bombeamento 

de prótons para o apoplasto conduzem a entrada passiva de auxina protonada 
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(IAAH) e maior efluxo celular de auxina desprotonada (IAA-) através de um aumento 

do número de transportadores de auxina (PIN1) (Li et al., 2005). 

Recentemente evidências foram mostradas que a AVP1 também está 

envolvida no carregamento do floema e no transporte de fotoassimilados de tecidos 

fonte para drenos na planta. As H+-PPases estariam localizadas na membrana 

plasmática de células companheiras e funcionariam de forma reversa, através da 

hidrólise de 2 Pi e formação de PPi, resultando no bombeamento de prótons. Isso 

reforça que a liberação de PPi em células companheiras do floema poderia 

aumentar a respiração e, portanto, a formação de ATP, que seria usado como 

energia para a atividade de H+-ATPases de membrana plasmática (Pizzio et al., 

2015).  

Diversos estudos têm demonstrado que a superexpressão da H+-PPase 

melhoram o crescimento da planta, o rendimento de biomassa vegetal, a eficiência 

do uso de nutrientes e a tolerância ao estresse hídrico. Estudos iniciais realizados 

em plantas de Arabidopsis que superexpressavam a H+-PPases, quando 

comparadas a selvagem, demostraram-se tolerantes a seca. Essa tolerância foi 

dada e caracterizada pelo aumento da expressão da H+-PPase, que possibilitaria 

um maior acúmulo de solutos no vacúolo que aumentam a retenção de água na 

planta (Gaxiola et al., 2001). Em plantas transgênicas AVP1 de algodão sob 

condições reduzidas de irrigação foi acumulada maior biomassa na reirrigação e 

aumentaram tanto a parte aérea quanto o sistema radicular, quando comparadas a 

plantas do tipo selvagem (Pasapula et al., 2011). Possivelmente o aumento do 

sistema radicular é um fator primário de tolerância a seca como visto em outros 

trabalhos em plantas de tomate transgênicos que superexpressam a AVP1 (Park 

et al., 2005). Assim como em plantas de arroz AVP1, que quando cultivadas em 

sistema hidropônico apresentaram aumento do sistema radicular, quando 

comparadas ao controle (Yang et al., 2007).  

Em condições de estresse, o pirofosfato pode assumir o papel do ATP, 

atuando como doador de energia metabólica da célula (Stitt, 1989). Nessas 

condições, o PPi permanece de forma estável na célula enquanto os níveis de ATP 

decrescem devido ao estresse (Weiner et al., 1987). Dessa forma, a H+-PPase 

passaria a ser a principal responsável por manter o gradiente de prótons no 

vacúolo, mantendo ativos o transporte secundário de íons e a eletrogenicidade 

funcional do tonoplasto em condições de estresses energéticos. 
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3. OBJETIVO 

 

 

 

O objetivo deste trabalho foi estudar comparativamente as alterações em 

parâmetros fisiológicos, bioquímicos e nutricionais de plantas transgênicas de 

Oryza sativa que superexpressam a H+-PPase, e/ou inoculadas com a bactéria 

Herbaspirillum seropedicae, e os respectivos mecanismos induzidos em resposta 

ao estresse hídrico. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1. Local de estudo, material vegetal e condições experimentais 

 

O experimento foi implementado em casa de vegetação do Centro de 

Biociências e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes - RJ (21º44‟47” S e 41º18‟24” W e 10 m 

de altitude), entre o período de setembro e dezembro de 2017. Foram utilizadas 

sementes de O. sativa japônica selvagem (Wild-type - WT) e que superexpressam 

a H+-PPase (AVP1OX), que foram disponibilizadas pela Universidade do Arizona, 

através do Prof. Dr. Roberto Gaxiola. 

As sementes passaram pelo seguinte processo de desinfestação: emergidas 

em álcool 70% por três minutos, seguidas por hipoclorito de sódio a 2% por 5 

minutos, lavadas em água destilada por 5 vezes. Após este processo, as sementes 

foram transferidas para uma sementeira contendo areia estéril. Para a esterilização 

da areia utilizada na semeadura, esta foi autoclavada durante uma hora a uma 

temperatura de 120ºC e após 24 horas do processo, foi utilizada. 

Após 35 dias da semeadura, foi realizado o transplantio das mudas para 

vasos de 3L de polietileno envoltos de papel aluminizado contendo substrato a base 

de mistura de areia e latossolo-vermelho amarelo distrófico (2:1) estéreis, seguindo 

o mesmo protocolo de esterilização. Uma vez por semana foram aplicados 50 mL 

de solução nutritiva de Hoagland a 1/4 da força iônica (FI) por vaso (Hoagland & 

Arnon, 1950). Até o momento em que as plantas estavam dispostas na sementeira, 
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estas foram irrigadas manualmente e diariamente com água destilada. Após o 

transplantio foi implementada a irrigação por gotejamento, que consistia na 

distribuição de um tubo gotejador por vaso, apresentando uma vazão de 2,4 L. h-1. 

Dessa forma, a irrigação foi dividida em três períodos do dia com a aplicação de 

280 mL de água por período, totalizando uma aplicação de 840 mL de água ao dia. 

 

 

 

Figura 2. Irrigação por gotejamento presente em cada vaso utilizado no 
experimento (A) e disposição das plantas em casa de vegetação (B).  
 

Durante o período de avaliação, foram monitoradas as condições 

ambientais por meio da coleta de informações realizada pelo sensor de umidade 

relativa e temperatura do ar Extech ® RHT10 Humidiy/Temperature Datalogger 

instalada na área experimental. Os dados foram coletados a cada 30 minutos e, a 

partir destes, foram calculadas as médias diárias para as variáveis de temperatura 

e umidade relativa do ar.   

A partir dos dados temperatura e umidade relativa do ar, também foi 

calculado o déficit de pressão de vapor do ar (DPVar) por meio da equação proposta 

por Jones (1992):  

DPVar = 0,61137*exp((17,502*T°)/(240,97+T°))*(1-(UR%/100)), 

 Em que:  

•  DPV: déficit de pressão de vapor;  

•  exp: exponencial; 

•  T°: temperatura em graus Celsius; 

•  UR: umidade relativa em %. 

 

A B
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4.2. Isolado bacteriano e inoculação 

 

Neste trabalho foi utilizada a bactéria H. seropedicae estirpe HRC54 

(Olivares, 1997) proveniente da coleção de bactérias endofíticas do Laboratório de 

Biologia Celular e Tecidual na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, Campos dos Goytacazes - RJ. 

A inoculação da bactéria H. seropedicae foi realizada nas sementes de O. 

sativa selvagem (WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) no dia da 

semeadura, a partir do protocolo descrito por Baldotto et al. (2011). Em cada 

semente foi aplicado 1mL do inóculo da bactéria.  

 

4.3. Indução do Déficit hídrico nas plantas 

 

Após 75 dias em que ocorrera o transplantio das mudas, estas foram 

submetidas à suspensão da irrigação. As plantas foram avaliadas quanto a taxa 

fotossintética através do analisador de gás infravermelho modelo LI-6400 (LI-COR, 

Lincoln, NE, USA), e quando a primeira planta chegou a valores iguais a 0 de taxa 

fotossintética, foi considerado o pico de estresse hídrico (6 dias) e posteriormente 

as plantas foram reirrigadas por 4 dias para que fossem avaliadas suas respectivas 

recuperações. 

 

4.4. Umidade do Solo 
 

Foi realizado um acompanhamento da umidade do substrato dos vasos 

utilizando um medidor de umidade de solo (Extech Instruments USA, modelo 

número MO750), com o qual foram realizadas um total de 16 amostragens, sendo 

8 delas em substratos de vasos que foram mantidos com irrigação normal e outras 

8 em que estavam sob a suspensão da irrigação, totalizando 16 vasos. Esta 

avaliação foi realizada no período em que foi suspensa a irrigação até o ponto em 

que as plantas chegaram a umidade 0%. O medidor de umidade do solo utilizado 

fornece índices de 0 a 50%, de acordo com a umidade do substrato.  
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4.5. Tratamentos 

 

Os tratamentos foram constituídos de plantas controle, em que não 

apresentaram suspensão da irrigação e plantas sob estresse hídrico, sendo estas 

que passaram por um período de estresse hídrico de 6 dias. Ao final deste período 

de 6 dias foi considerado o pico de estresse máximo e todas as plantas foram 

coletadas para as devidas análises (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Plantas de O. sativa 81 dias após o transplantio para os vasos, selvagem 
(WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e 
inoculadas (I) com a bactéria H. seropedicae. Sendo tratamentos controle 
(manteve-se a aplicação de água nos vasos por meio da irrigação) e sob estresse 
hídrico (suspensão da irrigação foi implementada por 6 dias). 
 

 
 

 Para avaliar a recuperação das plantas pós-seca, aquelas que anteriormente 

passaram pelo estresse hídrico voltaram a ser irrigadas por 4 dias e foram 

comparadas com plantas que mantiveram a irrigação por todo o experimento. Após 

este período todas as plantas foram coletadas (Tabela 2).  

Tabela 2. Plantas de O. sativa 85 dias após o transplantio para os vasos, selvagem 
(WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) inoculadas (I) e não (NI) com 
H. seropedicae. Sendo tratamentos controle, em que se manteve a aplicação de 
água nos vasos por meio da irrigação e o tratamento que passou por estresse de 6 
dias e posteriormente foi reirrigado por 4 dias.  

 

 
 

 Controle  Sob Estresse 

Plantas AVP1OX I Plantas AVP1OX I

Plantas WT NI Plantas WT NI

Plantas AVP1OX NI Plantas AVP1OX NI

Plantas WT I Plantas WT I

 Controle  Re-Irrigado

Plantas AVP1OX I Plantas AVP1OX I

Plantas WT NI Plantas WT NI

Plantas AVP1OX NI Plantas AVP1OX NI

Plantas WT I Plantas WT I
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4.6. Avaliações 

 

4.6.1 Contagem de bactérias diazotróficas na raiz 

 

A contagem da população de bactérias diazotróficas foi realizada através da 

técnica do Número mais provável (NMP). O número de bactérias diazotróficas das 

raízes (expresso em log nº de bactérias por g de massa fresca da raíz) foram 

estimados através de amostras de 1 g de raíz. As amostras foram lavadas em água 

destilada, maceradas em solução salina e posteriormente diluídas seriadamente 

até 10-7 e inoculadas em meio JNFb semi-sólido. Posteriormente os frascos 

inoculados foram incubados a 30º C por 7 dias.  

Após este período, foi realizada a avaliação quanto à presença de 

crescimento de bactérias fixadoras de N, que é caracterizado pela formação de 

uma película branca na superfície do meio de cultura (Döbereiner et al., 1995). 

O número de bactérias foi obtido pela consulta a tabela de McCrady com três 

repetições por diluição, (Döbereiner et al., 1995) e os valores encontrados sofreram 

transformação logarítimica. Para a confirmação inicial da capacidade diazotrófica, 

as últimas diluições que exibiram películas brancas foram repicadas mediante a 

retirada de uma alçada da película colocada para crescer em meio JNFb semi-

sólido e novamente incubadas em estufa a 30° C por sete dias e avaliadas 

novamente. 

 

4.6.2. Parâmetros de Crescimento 

 

Foram determinados os seguintes parâmetros de crescimento nas plantas: 

a altura da planta, o diâmetro da base do caule, o peso fresco da parte aérea e do 

sistema radicular, o peso seco da parte aérea e o volume radicular.  

 A altura foi medida a partir da base da planta até o ápice da maior folha 

através de régua milimétrica. O diâmetro do caule foi medido na base do mesmo 

através de um paquímetro digital modelo Digimess. O peso fresco da parte aérea 

e do sistema radicular foram adquiridos através da pesagem imediata após a 

retirada da casa de vegetação. E o peso seco da parte aérea foi obtido por meio de 

secagem em estufa sob ventilação forçada a uma temperatura de 70ºC por 72 horas 

e posteriormente pesados. O volume radicular foi realizado através de uma proveta 

graduada com um volume de água conhecido, sendo a raiz colocada dentro da 
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proveta, e seu volume determinado pela diferença entre o volume inicial e o final de 

água no recipiente. 

 

4.6.3. Teor Relativo de Água 

 

Após a retirada das plantas da área experimental, foram cortados discos 

foliares com o auxílio de um cortador circular, que apresentava um diâmetro de 1 

cm. Para o teor relativo de água (TRA) da folha, foi levado em consideração o peso 

da amostra do disco foliar fresca, túrgida e seca. Para o peso túrgido os discos 

foliares ficaram em água destilada durante 24 horas, posteriormente foram secos e 

pesados em balança analítica. Já para o peso seco, os discos foliares foram secos 

em estufa de circulação forçada de ar a 70ºC por 72 horas e posteriormente 

pesados. A partir desses dados obtidos, usou-se a expressão: 

TRA: [(Pf – Ps)/(Pt – Ps)]*100 

Em que:  

• Pf: Peso fresco;  

• Pt: Peso túrgido;  

• Ps: Peso seco. 

 

4.6.4. Análises da Capacidade Fotossintética Foliar 

 

As análises foliares de capacidade fotossintética foram realizadas entre o 

período de 08:00 às 10:00 horas, na segunda folha contada do ápice para a base 

da planta, sendo estas consideradas maduras. 

a) Trocas Gasosas: Para a medição das trocas gasosas foi utilizado o 

analisador de gás infravermelho modelo LI-6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). 

Através desse sistema foram analisadas: a taxa fotossintética líquida (A, μmol CO2 

m-2s-1), a transpiração (E, mmol m-2s-1), a condutância estomática (gs, mol m-2s-1) e 

a razão entre a concentração de CO2 interna da folha e concentração de CO2 do ar 

em torno da folha (Ci/Ca). A taxa fotossintética líquida foi obtida a 30ºC sob 

condições saturadas expondo as amostras foliares a irradiações constantes no 

interior da câmara de 800 µmol m-2 s-1.   

b) Intensidade de verde pelo medidor portátil de clorofila: O teor de clorofila das 

plantas foi estimado pela intensidade de cor verde das folhas por meio do medidor 

portátil de clorofila modelo SPAD-502, Minolta, Japão. 
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c) A eficiência do uso da água foliar (EUA) foi calculada como a razão entre 

A/E (taxa fotossintética líquida/transpiração), representando as unidades de CO2 

assimilado por unidade de água perdida pela transpiração.  

 

4.6.5. Isolamento de membrana 

 

A preparação da fração microssomal foi realizada através de raízes de arroz 

por meio de centrifugação diferencial, como descrito por De Michelis e Spanswich 

(1986) e modificado por Façanha e de Meis (1995). Para cada análise foram 

amostrados 10 g de tecido de raízes frescas, as quais foram homogeneizadas 

usando grau e pistilo em 20 mL de meio de extração (tamponado) contendo 250 

mM de sacarose, glicerol 10 % (m:v), PVP-40 0,5% (polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 

mM de EDTA (ácido etileno diamino tetracético), BSA 0,2 % (Albumina Sérica 

Bovina) (m:v) e 0,1 M de tampão Tris-HCl [tris-(hidroximetil) aminometano] (pH 8,0). 

Posteriormente, o homogenato foi filtrado e submetido a uma primeira 

centrifugação a 1.000 x g (força centrífuga aplicada é 1000 vezes maior que a força 

gravitacional da Terra) por 15 min, para a remoção de células não rompidas e 

núcleos. O sobrenadante foi coletado e passou por uma centrifugação a 10.000 x 

g por 20 min para separação de mitocôndrias e peroxissomos. O sobrenadante foi 

submetido a uma nova centrifugação, a 100.000 x g por 45 minutos a fim de obter 

finalmente o precipitado correspondentemente à fração microssomal, a qual passou 

pelo processo de ressuspensão em 1 mL de solução (meio de ressuspensão) com: 

Glicerol 15 % (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 10 mM de Tris-HCl (pH 7,6) e EDTA 

1 mM. A dosagem de proteína foi efetuada pelo método descrito por Bradford 

(1976). 

 

4.6.6. Atividade H+-ATPásica e H+-pirofosfatásica 

 

As atividades ATPásicas e Pirofosfatásica foram determinadas 

colorimetricamente pelo método descrito por Fiske e Subbarrow (1925), com 

modificações de Façanha e de Meis (1998). A reação foi iniciada após a adição da 

proteína e finalizada com a presença do ácido tricloroacético gelado (TCA) em uma 

concentração final de 10 % (v/v), após 45 minutos de reação. O meio de reação 

utilizado foi composto de Hepes-Tris pH 6,5 (membrana plasmática) ou 7,0 
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(membranas vacuolares) 50 mM, MgSO4 3 mM, KCl 100 mM, ATP 1 mM ou PPi 1 

mM e 30 µg de proteína. 

Foram utilizados inibidores específicos para as bombas, sendo o vanadato de 

sódio 0,2 mM (ATPase do tipo P) e a concanamicina A 5 nM e o nitrato (ATPase do 

tipo V). As atividades hidrolíticas das ATPases foram medidas com e sem inibidor, 

e a diferença entre as respectivas atividades foi atribuída à atividade da enzima. Já 

a hidrólise de PPi foi aferida através de sua dependência por K+.  

A revelação do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adição de uma solução 

de revelação contendo Molibidato de amônio 2% em H2SO4 2% + acido ascórbico 

1%, e após 15 minutos de reação foi realizada a leitura no espectofotômetro 

Shimadzu UV-2000 no comprimento de onda de 750 nm.  

 

4.6.7. Conteúdo de Nutrientes Foliares 

 

Após a retirada do material foliar da área experimental, estes foram 

acondicionados em sacos de papel e levados para o laboratório. Primeiramente as 

amostras foliares foram secas em estufa de ventilação forçada de ar à uma 

temperatura de 70o C, durante 72 horas. Após a secagem, o material foi moído em 

moinho tipo Wiley com peneira de 20 mesh e armazenado em frascos 

hermeticamente fechados. Os nutrientes analisados foram: nitrogênio (N), fósforo 

(P), potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg).  

Para a determinação dos teores de N, o material vegetal foi submetido à 

digestão sulfúrica, no qual o nitrogênio foi determinado pelo método de Nessler 

(Jackson, 1965). Os outros nutrientes P, K, Ca, Mg, foram quantificados por ICP-

OES, após digestão com HNO3 concentrado e H2O2 em sistema de digestão aberta. 

Condições do ICP: gás plasma 8,0 L min-1, gás a auxiliar 0,70 L min-1 e gás 

carreador 0,55 L min-1 (Peters, 2005). 

Com base na produção de peso seco da parte aérea e nos teores dos 

elementos, foi estimado o conteúdo de cada nutriente analisado multiplicando-se 

os teores adquiridos pelos respectivos valores de peso seco da parte aérea. 

 

4.6.8. Análise Estatística 

 

 Neste trabalho foi adotado o Delineamento Inteiramente Casualizado no 

Fatorial 2x2x2, constando 3 repetições por tratamento. Para a análise das 
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atividades hidrolíticas das bombas de H+ constou-se um fatorial 2x2x3, com 3 

repetições. Os dados obtidos foram submetidos a uma Análise de Variância 

(ANOVA) e a diferença entre os tratamentos foi avaliada através de Teste de Tukey 

a um nível de 5% de probabilidade. A análise estatistica foi relizada na Programa 

GraphPad Prism 7.00 e a análise para as atividades hidrolíticas foram realizadas 

no Programa Sisvar versão 5.3 (Ferreira, 2011).  
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5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1. Umidade do solo 

 

O monitoramento da umidade do solo indicou que um dia após a suspensão 

da irrigação (DAS) se iniciou a desidratação do solo contido nos vasos (Figura 3). 

A umidade dos vasos reduziu ao longo dos dias e atingiu a umidade de 0% cinco 

dias após a suspensão da irrigação (DAS). O substrato dos vasos em que se 

mantiveram irrigados, variaram a sua umidade entre os valores de 7,53% a 7,93%. 

 

Figura 3. Umidade do solo dos vasos que mantiveram a irrigação por gotejamento 
(Irrigado) e daqueles em que foi suspensa a irrigação (não irrigado) dias após a 
suspensão da irrigação (DAS). 
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5.2. Dados Climáticos 

 

 Durante o período de avaliação experimental a umidade relativa do ar 

apresentou o valor máximo em torno de 93,3% em períodos noturnos, e mínimo de 

até 31,3% durante o período diurno (Figura 4A). Já o valor médio da temperatura 

do ar verificado foi de 27 ºC, com mínima de 20ºC e máxima de 49,5º (Figura 4B). 

Quanto aos valores de DPV, os mais elevados estiveram em torno de 2,2 KPa, e 

os valores mínimos foram inferiores a 0,3 KPa (Figura 4C). 

 

Figura 4.  A média, o mínimo e o máximo de umidade relativa do ar (A), de 
temperatura do ar (B) e do DPVar (C) dentro da casa de vegetação durante o 
período de avaliações do experimento. 
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5.3. Contagem de bactérias diazotróficas na raiz 

 

A Figura 5 representa o Número Mais Provável (NMP) da população total de 

bactérias diazotróficas associadas às raízes das plantas de arroz. De acordo com 

os resultados obtidos as plantas que receberam a inoculação (WT I e AVP1OX I) 

com a bactéria H. seropedicae não apresentaram um aumento na população total 

de diazotróficos, quando comparadas às plantas que não foram inoculadas (WT NI 

e AVP1OX NI) (Figuras 5A e 5B). As plantas não inoculadas apresentaram uma 

população elevada de diazotróficos que variou de 4,5x105 a 1,2x107 (Figuras 5A e 

5B), indicando que estas plantas, independente do genótipo, apresentaram uma 

associação natural com uma população de bactérias. 

 No entanto, existe uma tendência das plantas que apresentam a 

superexpressão da H+-PPase (AVP1OX) nos tratamentos controle de 

apresentarem maiores taxas de colonização, efeito este que não se observa sob 

condições de estresse hídrico ou mesmo após a reirrigação (Figuras 5A e 5B).  

A fim de demonstrar a presença da bactéria H. seropedicae nas plantas 

inoculadas, verificou-se através de microscopia de contraste de fase a presença de 

células com a forma do H. seropedicae. Já nas plantas não inoculadas, não foi 

detectada a presença dessas células. Entretanto, outras células com diferentes 

formatos foram identificadas, como por exemplo células de Azospirillum spp.   
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Figura 5. Contagem de bactérias diazotróficas pelo método de Número mais 
provável (NMP) obtidas de raízes de plantas de O. sativa inoculadas (I) e não (NI) 
com H. seropedicae sob os períodos de estresse hídrico (A) e após a reirrigação 
(B) e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras maiúsculas expressam 
diferenças significativas entre genótipos dentro de um mesmo tratamento e letras 
minúsculas expressam diferenças na inoculação dentro de um mesmo tratamento 
e do genótipo inoculado ou não entre tratamentos diferentes pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade (n=3).  
 

5.4. Parâmetros de Crescimento da Planta 

 

Inicialmente, as plantas de arroz WT e AVP1OX inoculadas ou não com a 

bactéria endofítica foram avaliadas quanto à altura a cada 7 dias, após o 

transplantio das mudas para os vasos, antes da suspensão da irrigação ser 

implementada (Figura 6). Foi possível observar que antes de as plantas passarem 

pelo transplantio (0 dias após o transplantio - DAT) a inoculação com H. 

seropedicae promoveu um incremento no crescimento em altura em ambos os 

genótipos, de aproximadamente 248,48% nas plantas WT e de 113% nas plantas 

AVP1OX, quando comparadas respectivamente aos genótipos não inoculados 
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(Figura 6). No entanto, no decorrer dos DAT, ambos genótipos inoculados ou não 

com a bactéria, apresentaram um mesmo padrão de crescimento em altura, 

demonstrando que a inoculação com a bactéria e o genótipo AVP1OX não 

promoveram maiores incrementos neste parâmetro (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Altura das plantas (cm) de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) inoculadas (I) e não inoculadas (NI) com a 
bactéria H. seropedicae no período de 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 dias após 
o transplantio das mudas (DAT). Cada ponto representa a média dos valores do 
tratamento (n=12). Médias seguidas por letras diferentes, apresentam diferença 
estatística pelo teste Tukey a 5% de probabilidade no mesmo dia.  
  

Após a aplicação dos tratamentos hídricos, a altura das plantas não variou 

significativamente, independentemente do genótipo ou da inoculação com H. 

seropedicae, seja nos tratamentos sob estresse hídrico, após o período de 

reirrigação ou nos seus respectivos controles (Figuras 7A e 7B). O mesmo foi 

observado no parâmetro de diâmetro na base do caule, aos quais as plantas não 

apresentaram diferenças significativas quanto ao genótipo ou quanto a inoculação 

dentro de cada tratamento, assim como entre os tratamentos implementados 

(Figuras 8A e 8B).  

0 7 1 4 2 1 2 8 3 5 4 2 4 9 5 6 6 3

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

W T  N I W T  IA V P 1 O X  N I A V P 1 O X  I

a

a

a

a

b

a

a

a

a

a

a

D A T

A
lt

u
ra

 (
c

m
)



26 
 

 

 

Figura 7. Altura das plantas (cm) de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) inoculadas (I) e não inoculadas (NI) com a 
bactéria H. seropedicae sob estresse hídrico (A), após o período de reirrigação (B) 
e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras maiúsculas expressam 
diferenças significativas entre os genótipos no mesmo tratamento e letras 
minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação no mesmo 
tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os tratamentos pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
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Figura 8. Diâmetro na base do caule de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae sob períodos de estresse hídrico (A) e após o período de 
reirrigação (B) e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras maiúsculas 
expressam diferenças significativas entre os genótipos no mesmo tratamento e 
letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação no mesmo 
tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os tratamentos pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
 

Quanto ao parâmetro de massa fresca da parte aérea (MFPA), os resultados 

demonstram que dentro de cada tratamento avaliado, não houve diferenças 

significativas entre o efeito do genótipo e da inoculação com H. seropedicae. No 

entanto todas as plantas, sejam WT ou AVP1OX, NI ou I apresentaram redução da 

MFPA no tratamento sob estresse, quando comparado ao respectivo controle 

(Figura 9A). Enquanto que após o período de reirrigação as plantas que mostram 

maior recuperação no parâmetro de MFPA foram as plantas AVP1OX NI e I, por 

não apresentarem diferenças signiticativas quando comparadas ao controle (Figura 

9B). 
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Para o parâmetro de massa seca da parte aérea (MSPA) nos controles, 

ambos os genótipos promoveram os mesmos ganhos significativos em relação a 

massa seca, assim como a inoculação não promoveu aumentos neste parâmetro 

(Figuras 9B e 9D) e sob estresse a MSPA das plantas apresentou uma redução 

quando comparado ao controle (Figura 9B). 

 
Figura 9. Massa fresca da parte aérea (MFPA – A, B) e massa seca da parte aérea 
(MSPA – C, D) de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que superexpressam a H+-
PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a bactéria H. 
seropedicae sob estresse hídrico (A, B) e após o período de reirrigação (B, D). 
Médias seguidas por letras maiúsculas expressam diferenças significativas entre 
os genótipos no mesmo tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre 
o efeito da inoculação no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não 
inoculado entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
 

Após o período de reirrigação as plantas avaliadas mantiveram-se como as 

do respectivo controle, sem apresentar diferenças signicativas, ou seja, a 

inoculação com a bactéria e o genótipo que superexpressa a H+-PPase, assim 

como as plantas WT apresentaram estatisticamente uma mesma biomassa da 

parte aérea. (Figura 9B). Entretanto, em todos os parâmetros avaliados nota-se 
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uma tendência de maior acúmulo de biomassa da parte aérea das plantas AVP1OX 

quando comparadas às WT (Figuras 9A, 9B, 9C e 9D).  

Para a massa fresca da raiz (MFR), não houve diferença entre genótipos e 

inoculação dentro dos tratamentos sob estresse e seus controles (Figura 10A). 

Assim como a aplicação do estresse hídrico não promoveu mudanças no padrão 

de MFR de todas as plantas avaliadas (Figura 10A). Curiosamente, após o período 

de reirrigação, plantas WT NI apresentaram redução da MFR (Figura 10B), 

demonstrando que após a reirrigação o genótipo AVP1OX NI apresentou maior 

MFR que o genótipo WT NI, e que a inoculação com H. seropedicae em plantas 

WT I promoveu aumentos significativos da MFR, no entanto, manteve o mesmo 

padrão para as plantas AVP1OX I (Figura 10B).   

 

Figura 10. Massa fresca de raíz (MFR) de plantas de O. sativa selvagem (WT) e 
que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) 
com a bactéria H. seropedicae sob estresse hídrico (A) e após o período de 
reirrigação (B). Médias seguidas por letras maiúsculas expressam diferenças 
significativas entre os genótipos no mesmo tratamento (A,B) e letras minúsculas 
expressam diferenças entre o efeito da inoculação no mesmo tratamento e do 
genótipo inoculado ou não inoculado entre os tratamentos (a, ab, b) pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. 
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Com relação ao volume radicular analisado, observa-se que no controle os 

valores médios de volume radicular em ambos os genótipos não inoculados ou 

inoculados se situaram entre os valores de 18 a 21,6 cm3 (Figura 11A). Constatou-

se nesse trabalho que o estresse hídrico imposto não provocou mudanças 

significativas nos valores de volume radicular avaliados para todos genótipos, 

sejam estes inoculados ou não, quando comparados aos seus respectivos 

controles (Figura 11A). No entanto, após o período de reirrigação, as plantas WT 

NI apresentaram uma redução do volume radicular de 52,93% quando comparado 

ao respectivo controle (Figura 11B). Enquanto que as demais plantas avaliadas 

(AVP1OX NI, WT I e AVP1OX I) apresentaram um mesmo padrão de volume 

radicular (Figura 11B), demonstrando que assim como para os dados de MFR, na 

reirrigação o genótipo AVP1OX NI promoveu um aumento do volume radicular de 

37,82% quando comparado ao genótipo WT NI, assim como a inoculação em 

plantas WT I, que apresentou um aumento de 38,7% (Figura 11B). Dados estes 

que também podem ser visualizados através da imagem do sistema radicular das 

raízes após o período de reirrigação, podendo ser associados diretamente aos 

parâmetros de volume radicular e MFR (Figura 12).  



31 
 

 

 

Figura 11. Volume radicular (cm3) de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae sob estresse hídrico (A) e após o período de reirrigação 
(B). Médias seguidas por letras maiúsculas expressam diferenças significativas 
entre os genótipos no mesmo tratamento e letras minúsculas expressam diferenças 
entre o efeito da inoculação no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não 
inoculado entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
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Figura 12. Sistema radicular de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae, 4 dias após serem reirrigados.  
 

5.5. Análises da Capacidade Fotossintética Foliar 

 

Tanto o genótipo WT quanto o AVP1OX, sejam estes inoculados ou não com 

H. seropedicae, apresentaram níveis similares de taxa fotossintética (A), de 

condutância estomática (gs) e de transpiração (E) nos tratamentos controle, não 

apresentando diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 13). Já sob 

estresse hídrico, todas as plantas apresentaram um decréscimo nos parâmetros de 

A, que foram acompanhados pela redução valores de gs e de E, quando 

comparados aos respectivos controles (Figuras 13A, 13C e 13E).  Sendo que para 

as plantas WT NI este decréscimo foi mais acentuado quando comparado ao 

genótipo AVP1OX NI, chegando a reduções de 98,7% na A (Figura 13A), de 76,5% 

na gs (Figura 13C) e de 70,7% na E (Figura 13E). Em contrapartida, o genótipo 

AVP1OX apresentou reduções de 69% em A (Fig. 13A), 45,5% em gs (Fig. 13C) e 

de 50% em E (Figura 13E) quando comparado às plantas controle. Nesse sentido, 

sob estresse hídrico as plantas com transgenia (AVP1OX NI) apresentaram os 

maiores parâmetros de trocas gasosas (A, gs e E) quando comparadas as plantas 

WT NI. Assim, é possível visualizar uma tendência da inoculação nas plantas WT I 

induzir uma elevação nas trocas gasosas quando comparadas as plantas WT NI, 

mas os resultados não apresentam diferenças signiticativas (Figuras 13A, 13C e 

13E), diferente do observado no genótipo AVP1OX I (Figuras 13A, 13C e 13E).  

WT WT I AVP1OX AVP1OX I
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 Após a reirrigação das plantas, todas demonstraram apresentar uma 

tendência a igualar a taxa fotossintética quando comparadas às plantas controle 

(Figura 13D). Entretanto, as que apresentaram maior recuperação de A e 

alcançaram valores mais próximos do controle, não demonstrando diferença 

significativa, foram as plantas WT NI, AVP1OX NI e WT I (Figura 13B). Enquanto 

que para a condutância estomática e transpiração o único genótipo que não 

apresentou diferença significativa quando comparado ao controle foi o AVP1OX NI 

(Figuras 13D e 13F).  
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Figura 13. Comparação da taxa fotossintética, A (A, B), da condutância estomática, 
gs (C, D) e da transpiração, E, (E, F) em folhas de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae sob período de estresse hídrico (A) e após o período de 
reirrigação (B) e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras maiúsculas 
expressam diferenças significativas entre os genótipos no mesmo tratamento e 
letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação no mesmo 
tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os tratamentos pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
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Figura 14. Relação Ci/Ca em folhas de de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae sob período de estresse hídrico (A) e após o período de 
reirrigação (B) e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras maiúsculas 
expressam diferenças significativas entre os genótipos no mesmo tratamento e 
letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação no mesmo 
tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os tratamentos pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
 

 Na relação Ci/Ca, quando comparamos dentro de um mesmo tratamento, 

seja ele sob estresse, reirrigado, ou seus respectivos controles, ambos os 

genótipos sejam eles inoculados ou não, não apresentam diferenças estatísticas 

(Figuras 14A e 14B). No entanto, no tratamento sob estresse hídrico, as plantas 

WT NI apresentaram um aumento significativo na relação Ci/Ca de 

aproximadamente 30,5% quando comparadas ao seu controle (Figura 14A). As 

demais plantas AVP1OX NI, WT I e AVP1OX I, também apresentaram aumentos 
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na relação Ci/Ca de 17,5%, 18,2% e de 7,5% respectivamente, no entanto estes 

dados não apresentaram diferenças significativas quando comparadas aos 

referentes controles (Figura 14A). Após a reirrigação todas as plantas 

apresentaram valores médios da relação Ci/Ca iguais estatisticamente, quando 

comparadas aos das plantas controles. 

De acordo com os dados obtidos de EUA, nos tratamentos controle, o 

genótipo AVP1OX não promoveu diferenças significativas quando comparados ao 

WT, assim como a inoculação também não modificou as médias dos valores de 

EUA (Tabelas 3A e 3B). No entanto, sob estresse hídrico, as plantas WT NI e I 

apresentaram uma redução da EUA, de 92,7% e 90% respectivamente. Enquanto 

as plantas AVP1OX mantiveram EUA sob estresse quando comparadas ao 

controle, sejam estas AVP1OX NI, como AVP1OX I (Tabela 3A). As plantas 

AVP1OX NI apresentaram uma tendência no aumento da 36% da EUA sob 

estresse hídrico, no entanto, sem apresentar diferença significativa quando 

comparado ao controle (Tabela 3A). 

 Quando as plantas foram reirrigadas, sejam estas WT e AVP1OX 

inoculadas ou não com H. seropedicae apresentaram um mesmo padrão de EUA 

(Tabela 3B).  

 

Tabela 3. Eficiência no uso da água – EUA (μmol CO2/ mmol H2O) de plantas de 
O. sativa selvagem (WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não 
inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a bactéria H. seropedicae sob estresse hídrico 
(A) e após o período de reirrigação das plantas (B) e seus respectivos controles.  
  

 

Médias seguidas por letras maiúsculas expressam diferenças significativas entre 
os genótipos no mesmo tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre 
o efeito da inoculação no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não 
inoculado entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3). 
 

A Figura 15 representa a Intensidade de Verde Foliar - índice SPAD das 

plantas de arroz do genótipo WT e AVP1OX inoculadas ou não com a bactéria H. 

seropedicae sob os diferentes tratamentos hídricos. De acordo com os resultados 

WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I CV%

EUA 2.19 Aa 2.12 Aab 2.09 Aa 2.00 Aab 0.16 Bb 2.97 Aa 0.21 Bb 1.47 Ab 59,64

WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I CV%

EUA 2.52 Aa 2.53 Aa 2.43 Aa 2.43 Aa 3.17 Aa 3.07 Aa 2.94 Aa 3.31 Aa 12,91

Controle Estresse

Controle Re-Irrigado

A

B
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obtidos, todas as plantas apresentaram uma tendência na redução do índice SPAD 

sob estresse hídrico, quando comparados aos respectivos controles. As plantas WT 

NI apresentaram uma redução de 33,11%, diferindo estatisticamente do controle. 

Já as plantas AVP1OX NI e WT I apresentaram reduções de 15,44% e 30,92%, 

respectivamente, no entanto sem apresentar diferenças significativas e as AVP1OX 

I chegou a uma redução de 32,7% (Figura 15A). Para as plantas reirrigadas, 

observa-se que independente do genótipo e da inoculação com a bactéria, todas 

possuíram uma recuperação do índice SPAD, já que apresentaram valores iguais 

estatisticamente aos do controle (Figura 15B).    

 

 

Figura 15. O índice SPAD de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que 
superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a 
bactéria H. seropedicae sob estresse hídrico (A) e após o período de reirrigação 
das plantas (B) e seus respectivos controles. Médias seguidas por letras 
maiúsculas expressam diferenças significativas entre os genótipos no mesmo 
tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação 
no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os 
tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
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5.6. Teor Relativo de Água (TRA)  

 

Quanto ao TRA não houve diferença significativa entre os genótipos 

avaliados dentro de cada tratamento (Figuras 16A e 16B). Entretanto, nos 

tratamentos controle, as plantas não inoculadas mostraram ser mais eficientes no 

acúmulo de água no tecido foliar e apresentaram um maior TRA quando 

comparadas às inoculadas (Figuras 16A e 16B). 

 

 

Figura 16. Teor relativo de água (%) em discos foliares de plantas de O. sativa 
selvagem (WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não inoculadas (NI) 
e inoculadas (I) com a bactéria H. seropedicae sob período de estresse hídrico (A) 
e após o período de reirrigação (B) e seus respectivos controles. Médias seguidas 
por letras maiúsculas expressam diferenças significativas entre os genótipos no 
mesmo tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da 
inoculação no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre 
os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  
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 Já sob estresse hídrico, o genótipo WT NI foi aquele que apresentou um 

maior descréscimo no TRA, com uma redução de 41,6%, seguido das plantas 

AVP1OX NI (26,6%) e por último as plantas AVP1OX I (15,4%), quando 

comparadas aos respectivos controles (Figura 16A). No entanto, as plantas WT I 

sob estresse apresentaram um aumento de 1,2% do TRA quando comparadas ao 

controle, não apresentando diferença estatística. Demonstrando que no estresse, 

a inoculação em plantas WT foi responsável pelo aumento do TRA nos tecidos 

foliares. Já após a reirrigação as plantas inoculadas, sejam do genótipo WT como 

do AVP1OX, apresentaram um aumento do teor relativo de água, quando 

comparados ao controle, chegando a valores de 91,09% e de 95,69% 

respectivamente (Figura 16B).  

 

5.7. Atividades H+-ATPásicas e H+-pirofosfatásica 

 

 A atividade hidrolítica da P-ATPase em plantas controle não inoculadas 

AVP1OX foi 250% maior quando comparada à atividade aferida em plantas WT 

(Figura 17A). Já a inoculação com a bactéria endofítica em plantas WT no mesmo 

tratamento controle não estimulou a atividade dessa bomba, enquanto a inoculação 

nas plantas AVP1OX apresentou valores de atividade de P-ATPase ainda mais 

reduzidos (Figura 17A). Sob o tratamento de estresse hídrico houve um aumento 

da atividade da P-ATPase em ambos os genótipos, sejam estes inoculados ou não. 

Quando comparado o efeito do genótipo, as plantas AVP1OX NI apresentaram 

maior atividade que as plantas WT NI, assim como as plantas AVP1OX NI também 

apresentaram maior atividade que as plantas WT I.  No entanto, a inoculação com 

a bactéria H. seropedica reduziu as atividades de ambos os genótipos no estresse 

hídrico (Figura 17A). Após o período de reirrigação, as plantas inoculadas 

apresentaram incrementos similares de atividade da P-ATPase, sendo de 34% para 

as plantas WT I e de 33% para as plantas AVP1OX I.  

 Já as atividades das bombas V-ATPase e H+-PPase mantiveram um mesmo 

padrão de hidrólise de seus respectivos substratos (ATP e PPi), entre os genótipos 

WT e AVP1OX nos tratamentos controle e sob estresse hídrico, não apresentando 

diferenças significativas, sejam estes inoculados ou não com a H. seropedicae 

(Figuras 17B e 17C). Porém, as atividades da V-ATPase no período de reirrigação 

apresentaram aumentos significativos em todas as plantas avaliadas quando 

comparadas aos controles. No entanto, as plantas que apresentaram maior 
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incremento de atividade foram as AVP1OX I, que chegaram a promover um 

aumento de 569% na atividade hidrolítica, seguidos das plantas WT NI (460%), das 

AVP1OX NI (433%) e das WT I (382%) (Figura 17B) quando comparados aos 

controles. Sendo que dentro do tratamenro reirrigado a inoculação em plantas WT 

I promoveu descréscimo na atividade da V-ATPase, chegando a uma redução de 

34,78%, quando comparado ao WT NI. 

A reirrigação também estimulou a atividade da H+-PPase em todos genótipos 

avaliados, sejam estes inoculados ou não. Plantas WT NI e AVP1OX NI 

apresentaram um incremento de 304% e 408%, respectivamente, quando 

comparados aos respectivos controles, enquanto que os genótipos WT I e AVP1OX 

I apresentaram um aumento de 1641% e 1256% (Figura 17C). Demonstrando que 

no tratamento reirrigado, a inoculação apresentou efeito no aumento da atividade 

hidrolítica da H+-PPase em ambos os genótipos (Figura 17C).  
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Figura 17. Atividade Hidrolítica da P-ATPase (A), da V-ATPase (B) e da H+-PPase 
(C) de plantas de O. sativa selvagem (WT) e que superexpressam e H+-PPase 
(AVP1OX) não inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a bactéria H. seropedicae, 
dispostas em tratamentos controle, sob estresse hídrico e após o período de 
reirrigação. Os dados representam as atividades P-ATPásicas sensíveis ao 
vanadato, as atividades V-ATPásicas sensíveis a concanamicina e as atividade H+-
Pirofosfatásica dependente de KCl. As médias dos tratamentos demostrados são 
representativos de três atividades hidrolíticas independentes. Médias seguidas por 
letras maiúsculas expressam diferenças significativas entre os genótipos no mesmo 
tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre o efeito da inoculação 
no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não inoculado entre os 
tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3). 
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5.8. Conteúdo de Nutrientes da Parte Aérea 

  

 A tabela 4 abaixo representa o conteúdo dos macronutrientes N, P, K, Ca e 

Mg da parte aérea das plantas de arroz. Sob o tratamento de estresse hídrico 

apenas as plantas WT NI apresentaram um maior conteúdo de K, quando 

comparado ao respectivo controle (Tabela 4A). Para os demais macronutrientes 

avaliados o estresse hídrico e o período de reirrigação das plantas não promoveu 

modificação nos conteúdos destes macronutrientes. Assim como o genótipo 

AVP1OX e a inoculação com a bactéria H. seropedicae não alterou aumentos 

nestes conteúdos. 

 

Tabela 4. Conteúdo de macronutrientes (N, P, K Ca e Mg) na parte aérea de plantas 
de O. sativa selvagem (WT) e que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) não 
inoculadas (NI) e inoculadas (I) com a bactéria H. seropedicae, sob estresse hídrico 
(A) e após o período de reirrigação das plantas (B) e seus respectivos controles. 
 

 

Médias seguidas por letras maiúsculas expressam diferenças significativas entre 
os genótipos no mesmo tratamento e letras minúsculas expressam diferenças entre 
o efeito da inoculação no mesmo tratamento e do genótipo inoculado ou não 
inoculado entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n=3).  

 

 

 

 

 

WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I CV%

N 16,85 Aa 19,57 Aa 19,67 Aa 18.17 Aa 13,83 Aa 17,29 Aa 14,93 Aa 16,56 Aa 12,82

P 1,98 Aa 2,70 Aa 1,56 Aa 2.42 Aa 2,93 Aa 2,93 Aa 2,76 Aa 3,50 Aa 33,34

K  24,89 Ab 31,40 Aa 25,00 Ab 32.60 Aa 40,40 Aa 43,00 Aa 32,80 Aab 46,03 Aa 26,14

Ca 3,68 Aa 4,20 Aa 3,58 Aa 4.48 Aa 4,20 Aa 5,30 Aa 3,73 Aa 6,00 Aa 21,00

Mg 1,52  Aa 2,07  Aa 1,76 Aa 2.18 Aa 2,30 Aa 2,60 Aa 1,70 Aa 2,80 Aa 22,86

WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I WT NI AVP1OX NI WT I AVP1OX I CV%

N 19,16 Aa 20,86 Aa 19,67 Aa 18,17 Aa 13,16 Aa 13,93 Aa 14,57 Aa 15,95 Aa 17,17

P 2,19 Aa 2,37 Aa 1,91 Aa 2,84 Aa 2,03 Aa 3,00 Aa 2,40 Aa 2,48 Aa 15,59

K 30,00 Aa 33,73 Aa 32,13 Aa 39,27 Aa 35,83 Aa 41,08 Aa 45,56 Aa 40,74 Aa 14,09

Ca 2,64 Aa 3,84 Aa 3,24 Aa 3,34 Aa 4,58 Aa 4,30 Aa 5,10 Aa 4,70 Aa 21,32

Mg 1,65 Aa 1,93 Aa 1,74 Aa 1,96 Aa 1,98 Aa 3,13 Aa 2,15 Aa 2,17 Aa 21,88

             Macronutriente (mg planta -1)

             Macronutriente (mg planta -1)

Controle Estresse

Controle Re-Irrigado

A

B
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6. DISCUSSÃO 

 

 

 

Plantas transgênicas que superexpressam a H+-PPase (AVP1OX) vem 

demonstrando apresentar maior tolerância ao estresse hídrico relacionada a 

ativação dos sistemas primários e secundários de tranporte de prótons (Gaxiola et 

al., 2001; Park et al., 2005; Yang et al., 2007; Pasapula et al., 2011). Todavia, o uso 

da transformação gênica como estratégia de melhoramento vegetal enfrenta 

resistências de aceitação tanto no público leigo quanto em parcelas da comunidade 

acadêmica, principalmente devido aos possíveis efeitos colaterais sobre o próprio 

metabolismo ou nas interações ecológicas (Devos et al., 2014).  Assim, torna-se 

evidente a necessidade de aprofundamento dos efeitos da transgenia AVP1 no que 

tange aos parâmetros fisiológicos e bioquímicos mais relacionados com as funções 

da H+-PPase. Neste trabalho, procedemos a tal análise de forma comparativa com 

o que ocorre com outra estratégia, com apelos mais ecológicos, como é o uso de 

bactérias promotoras do crescimento vegetal, que além de promover benefícios às 

plantas por apresentarem a fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato, 

síntese de fitormônios, dentre outros, (Bastián et al., 1998; Pedrosa et al., 2011), 

também tem sido relatada como alternativa para mitigar efeitos do estresse hídrico 

(Porcel et al., 2014; Aguiar et al., 2016).  

Sob nossas condições experimentais, não houve incrementos nos 

parâmetros de altura e de diâmetro da base do caule independente do tratamento 

hídrico, da inoculação ou genótipo avaliado. Isso contrasta com o que fora relatado 

em plantas de Camellia sinensis, que quando inoculadas com H. seropedicae 
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apresentaram aumentos significativos na altura e no diâmetro da base do caule 

(Zhan et al., 2016). Entretanto, resultados semelhantes com o do presente trabalho 

foram obtidos por Giro (2011), em que a inoculação com bactérias em plantas de 

abacaxizeiro não promoveu efeitos significativos no aumento da altura e do 

diâmetro da base do caule da parte aérea das plantas. De acordo com o autor, o 

substrato usado que continha vermicomposto pode ter apresentado populações de 

bactérias que entraram em contato com plantas controle, não inoculadas. Fato 

análogo pode ter ocorrido neste estudo,  onde elementos inerentes ao ambiente da 

casa de vegetação onde foi mantido o experimento possa ter contribuído para 

associação natural de populações de bactérias diazotróficas nas plantas que não 

foram inoculadas.Tal hipótese é corroborada pelos resultados encontrados, que 

demonstraram que as plantas que não foram inoculadas com Herbaspirillum 

seropedicae apresentaram contagens de população de bactérias diazotróficas 

estatisticamente iguais às das plantas inoculadas. De fato, é muito difícil cultivar 

plantas controle completamente isentas de bactérias, mas é comum verificar que a 

aplicação do inoculante promove um aumento da população total de bactérias 

diazotróficas (Baldotto, 2009; Aguiar et al., 2016). No entanto, sabe-se que plantas 

de arroz desenvolvem mutualismo associativo com bactérias diazotróficas com 

grande eficiência (Baldani et al., 1984; Elbeltagy et al., 2001; Muthukumarasamy et 

al., 2007), o que pode explicar a associação espôntanea com populações de 

bactérias diazotróficas, possivelmente correlacionada com a não alteração dos 

parâmetros de altura e diâmetro da base do caule ao longo do experimento. 

Após o período de reirrigação, as plantas de arroz WT não inoculadas 

apresentaram o menor volume radicular quando comparadas às demais avaliadas. 

Constratando com os resultados obtidos no genótipo AVP1OX e de ambos os 

genótipos (WT e AVP1OX) inoculados com a bactéria H. seropedicae em que 

apresentaram volumes radiculares similares entre si, mas significativamente 

maiores que o das plantas WT, em concordância com os dados de massa fresca 

de raiz (MFR). 

 De acordo com Park et al., (2005), um dos fenótipos atribuídos às plantas 

tolerantes ao estresse hídrico é justamente o aumento do volume do sistema 

radicular, característica esta relacionada com a maior capacidade de captação de 

água do solo. A similaridade do volume radicular entre plantas inoculadas 

possivelmente indica um efeito padrão do inoculante em mitigar os efeitos do 



45 
 

 

estresse hídrico através do incremento na formação de raízes laterais e pelos 

radiculares.   

As raízes, quando colonizadas por bactérias promotoras do crescimento 

vegetal, podem apresentar um padrão alterado de formação radicular e induzido 

pela inoculação bacteriana (Long et al., 2008). Em resposta à presença de 

triptofano e outras pequenas moléculas nos exsudados radiculares das plantas, as 

bactérias associadas a rizosfera, podem sintetizar e secretar o ácido indol-3-acético  

(AIA), que vai promover o crescimento de raízes laterais, aumentando o volume 

radicular (Bastián et al., 1998; Glick, 2017), efeito esse já descrito em outros 

trabalhos para a bactéria Herbaspirillum seropedicae (Aguiar et al., 2016; Da 

Piedade Melo et al., 2017).  

Outro mecanismo que poderia estar atuando no aumento do volume destas 

raízes, que demonstra manter o crescimento radicular mesmo durante períodos de 

estresse hídrico, é a ação da enzima ACC deaminase presente na bactéria 

Herbaspirillum seropedicae, a qual impede que haja a produção de etileno nas 

raízes das plantas (Belimov et al., 2009; Zhang et al., 2018). O etileno, quando 

encontrado em grandes concentrações pode levar à inibição do crescimento 

radicular, e esta enzima, é responsável pela clivagem do precursor de etileno, ACC, 

em amônia e α-cetobutirato (Honma e Shimomura, 1978). Ao reduzir os níveis de 

ACC nas plantas, estas bactérias produtoras de ACC desaminase, como no caso 

da bactéria H. seropedicae, diminuem os níveis de etileno (Glick et al., 2017) 

promovendo um maior incremento na formação de raízes, compatível com o 

aumento do volume radicular aqui observado.  

 Tal efeito também corrobora dados de outros autores que demonstram o 

aumento do volume radicular em plantas que superexpressam a H+-PPase sobre 

estresse hídrico (Li et al., 2005; Park et al., 2005; Gaxiola, 2007; Pasapula et al., 

2011; Qin et al., 2013).  Plantas transgênicas AVP1OX além de superexpressarem 

a H+-PPase, apresentaram maior atividade das P-ATPases de membrana 

plasmática, o que também está de acordo com os trabalhos supracitados, assim 

como maior expressão de proteínas PIN, proteínas essas responsáveis pelo 

carreamento de AIA entre as células (Li et al., 2005; Gaxiola et al., 2007) que 

culminam no aumento do volume radicular e auxilia na maior absorção da água do 

solo sob condições de seca (Pasapula et al., 2011).  
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 O estresse hídrico é conhecido por afetar drasticamente a fotossíntese das 

plantas (Zhang et al., 2012). Neste trabalho, os resultados de trocas gasosas 

demostraram que, com a implementação do estresse, todas as plantas 

apresentaram uma redução da condutância estomática, da transpiração foliar, e 

decréscimos na assimilação fotossintética do carbono. Estudos fisiológicos 

anteriores já demonstraram tal redução da abertura estomática sob o efeito de 

estresse hídrico (Flexas et al., 2002; Sukla et al., 2012; Chastain et al., 2014; Wang 

et al., 2016). Este fechamento antecipado dos estômatos é um mecanismo que 

evita a  perda d’gua para o ambiente, inicialmente através da síntese de ABA nas 

raízes e consequente transporte para as folhas, que reduz a difusão do dióxido de 

carbono (CO2) requerido para as enzimas fotossintéticas e para o fotossistema II, 

servindo a produção de ATP (Flexas et al., 2002).  

 As plantas WT sob o estresse apresentaram as maiores porcentagens de 

redução da taxa fotossintética, condutância estomática e dos níveis de SPAD, 

associadas ao aumento da relação Ci/Ca. Isto sugere que além da redução da taxa 

fotossintética por efeitos estomáticos (redução da condutância estomática), outros 

efeitos não-estomáticos poderiam estar atuando na redução da fotossíntese. Isso 

porque além da relação Ci/Ca ser um bom indicador da limitação estomática da 

fotossíntese, o seu aumento também pode sugerir um acúmulo de CO2 no mesofilo 

foliar, em função da não fixação nas reações da fase carboxilativa da fotossíntese 

(Farquhar e Sharkey, 1982; Everard et al., 1994; Ehleringer e Cerling, 1995) ou da 

redução dos teores de clorofila, diretamente relacionados aos dados de intensidade 

de verde. Já que este pigmento, por ser responsável pela captura de luz na fase 

fotoquímica da fotossíntese, é essencial na conversão da energia luminosa em 

energia química para a formação de ATP e NADPH (Jesus e Marenco, 2008) e sua 

degração pode comprometer seriamente a assimilação de CO2.  

 Contudo, as plantas AVP1OX sob estresse hídrico apresentaram taxas de 

assimilação fotossintética do carbono superiores quando comparadas às plantas 

WT. Fato este que pode ser atribuído a uma maior abertura dos estômatos, que 

responderia pelos efeitos de aumento na difusão e assimilação de CO2 (Lv et al., 

2008). É possível que esta maior abertura estomática neste genótipo esteja direta 

ou indiretamente relacionada a maior expressão das H+-PPase, que promoveriam 

um aumento da pressão de turgor vacuolar requerida para a abertura dos 

estômatos. Este genótipo ainda apresentou uma manutenção dos níveis de 
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intensidade de verde, indicando maior presença do pigmento clorofila, outro fato 

que poderia explicar o por que das plantas com a transgenia apresentarem maiores 

taxas fotossintéticas sob estresse hídrico. Tal efeito também pode ter contribúido 

para o desenvolvimento de um sistema radicular mais robusto e para a manutenção 

da biomassa da parte aérea. Qin et al. (2013), demonstraram os mesmos efeitos 

de manutenção de biomassa e índice de verde em plantas de amendoim 

superexpressando a H+-PPase sob efeito de estresse hídrico. Os resultados obtidos 

demonstram que em paralelo com uma alta assimilação fotossintética do carbono, 

as plantas AVP1OX também apresentaram maior eficiência no uso da água (EUA), 

indicando uma maior eficiência na assimilação de CO2 acoplada a menores perdas 

de água pela transpiração. O aumento do parâmetro de EUA demonstra ser um 

bom determinante do rendimento da cultura sob estresse, além de ser um 

componente usado para definir a resistência de uma cultura a seca. Outros 

trabalhos também demonstraram que genótipos do tipo AVP1OX são mais 

tolerantes ao estresse hídrico (Gaxiola, 2007; Pasapula et al., 2011; Qin et al., 

2013).   

 A inoculação com a bactéria H. seropedicae demonstrou uma tendência 

de aumento nas trocas gasosas foliares nas plantas WT. No entanto, estas também 

apresentaram uma menor EUA, pela reduzida assimilação de CO2 no processo 

fotossintético em função do aumento da transpiração via abertura estomática. Por 

mais que estas plantas apresentassem menor EUA, o efeito da inoculação com H. 

seropedicae promoveu um maior teor relativo de água (TRA) nos tecidos foliares, 

demonstrando representar um aumento da preservação do conteúdo de água na 

planta. Estes dados constratam com os efeitos encontrados por Aguiar et al. (2016), 

em cana-de-açúcar, em que mesmo que a inoculação com H. seropedicae tenha 

promovido um aumento do teor de água foliar, este foi associado ao fechamento 

estomático. Isso pode indicar que as plantas inoculadas com a bactéria no presente 

estudo possam apresentar um maior poder de vacuolação, retendo maior conteúdo 

de água vacuolar em função de maiores gradientes eletroquímicos gerados tanto 

na membrana plasmática pelas P-ATPases, quanto no vacúolo por V-ATPases e 

por H+-PPases.  

As bombas de H+ constituem os sistemas de transporte primários em 

membranas celulares vegetais (Sondergaard et al., 2004; Shavrukov e Hirai, 2015). 

Nesses organismos, a absorção de nutrientes ocorre, via transportadores 
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secundários os quais necessitam do aporte de energia que é fornecido pelos 

sistemas de transporte primários (Gaxiola, 2007). Desse modo, as H+-ATPases do 

tipo P e V, e as H+-PPases geram a força próton-motora que energiza os 

transportadores secundários, sendo a atividade dessas bombas de crucial 

importância para que a planta se adapte às constantes mudanças do ambiente, 

incluindo o estresse hídrico (Sze et al., 1999; Shavrukov e Hirai, 2015). Existem 

controvérsias na literatura sobre o real comportamento das bombas de H+ durante 

este estresse (Qiu e Zhang, 2000, Du et al., 2015). No presente trabalho foi 

demonstrada uma ativação da P-ATPase durante o estresse hídrico mantendo-se 

alta também durante o processo de reirrigação, principalmente nas plantas 

AVP1OX, corroborando com o que fora descrito por Li et al. (2005), os quais já 

relataram uma maior atividade dessa bomba em resposta a esta transgenia. Já em 

relação às bombas vacuolares, durante o processo de reirrigação das plantas, 

houve um aumento da atividade hidrolítica em ambos os genótipos, fossem estes 

inoculados ou não, o que parece demonstrar uma ativação aditiva ou até mesmo 

sinérgica das bombas para o reesbalecimento das funções celulares após o período 

de estresse hídrico. 

Plantas AVP1OX inoculadas com Herbaspirillum seropedicae apresentaram 

as maiores atividades hidrolíticas das três bombas descritas, dado este sugestivo 

de um efeito somatório do genótipo AVP1OX com o da inoculação com a bactéria, 

o que, no entanto, não fora observado nos demais parâmetros avaliados. 

Claramente, são necessários estudos complementares para averiguar os possíveis 

fatores que podem influenciar este processo. 

Sabe-se que o genótipo AVP1OX superexpressa o gene AVP1, que codifica 

a H+-PPase (Gaxiola, 2001). No entanto, as plantas AVP1OX apresentaram um 

mesmo padrão na atividade hidrolítica das H+-PPase em relação às plantas WT nos 

tratamentos controle e sob estresse hídrico, sendo esse um resultado controverso, 

uma vez que Park et al. (2005), estudando os efeitos do estresse hídrico em plantas 

de tomate AVP1OX, identificaram uma atividade significativamente maior das H+-

PPases nestas plantas, se comparadas às plantas WT. Entretanto, sabe-se pelo 

parâmetro de contagem de bactérias diazotróficas da raiz, que todas as plantas 

avaliadas apresentaram significativa colonização por bactérias fixadoras de N, o 

que teoricamente poderia mascarar a modulação da atividade das H+-PPases que 

só seria revelada quando comparada a um controle de fato não colonizado. 
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 Diferentemente da manutenção do volume radicular e da ativação das 

bombas de prótons no período de reirrigação, no que tange aos demais parâmetros, 

não houve uma diferença no efeito da inoculação e do genótipo AVP1OX no poder 

de recuperação dessas plantas. De fato, as plantas WT foram capazes de se 

recuperar  do estresse logo após serem reirrigadas. Diversos trabalhos têm 

demonstrado um efeito mais pronunciado da recuperação do estresse hídrico com 

plantas que superexpressam o gene AVP1 e a inoculação com BPCV em períodos 

de reirrigação de aproximadamente 2 dias (Pasapula et al., 2011; Quin et al., 2013; 

Aguiar et al., 2016). No presente trabalho o tempo de recuperação das plantas fora 

de 4 dias, o que pelos dados menos significativos obtidos poderia indicar que o pico 

do efeito sobre plantas AVP1OX e WT colonizadas com a bactéria H. seropedicae 

fora perdido neste desenho experimental.  
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7. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

As plantas de arroz que superexpressam a H+-PPase e a inoculação com a 

bactéria Herbaspirillum seropedicae não apresentaram modificações significativas 

na maioria dos parâmetros fisiológicos estudados, tanto plantas crescidas em 

condições ideais, quanto sob estresse hídrico.   

A associação natural de populações de bactérias diazotróficas nas plantas 

não inoculadas com H. seropedicae interferiu no controle experimental, 

prejudicando a evidenciação das alterações induzidas especificamente pela 

inoculação ou pela transgenia sobre estes parâmetros.  

Em resposta ao estresse hídrico, tanto o genótipo AVP1OX quanto a 

inoculação com a bactéria apresentaram mecanismos que são identificados por 

mitigar os danos causados pela seca. Enquanto o genótipo AVP1OX apresentou 

um aumento das trocas gasosas, da manutenção da estimativa do conteúdo de 

clorofila foliar e de biomassa da parte aérea e maior eficiência no uso da água. 

Enquanto que a inoculação com H. seropedicae demonstrou promover um aumento 

no teor relativo de água nos tecidos foliares, mesmo apresentando aberturas 

estomáticas consideráveis.  

O aumento da atividade das bombas vacuolares no período de reirrigação 

das plantas, demonstra um papel das bombas vacuolares nas respostas 

adaptativas ao estresse hídrico, apresentando efeitos aditivos nos genótipos 

AVP1OX inoculados com H. seropedicae.  
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O período de reirrigação das plantas demonstrou promover uma eficiência de 

recuperação para todas as plantas avaliadas, entretanto as plantas AVP1OX e 

plantas inoculadas com H. seropedicae apresentaram maiores incrementos no 

volume radicular, efeito este muito atribuído à plantas tolerantes ao estresse hídrico 

que permite que essas plantas consigam absorver mais água do solo.  
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