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RESUMO

A aplicagao da citocinina thidiazuron (TDZ) é uma técnica que promove aumentos na
produtividade de arroz (Oryza sativa L.), no entanto, € necessario entender o
funcionamento dessa substancia em plantas de arroz. Objetivou-se com esse trabalho
verificar a influéncia do TDZ nos aspectos fisioldgicos, morfologicos, nutricionais e
produtivos de um cultivar de arroz de terras altas. Foi realizado experimento com
delineamento em blocos casualizados, aplicando doses de thidiazuron (0, 0,8, 1,6 e
2,4 g ha') no perfilhamento do cultivar Ana 8001, favorecido com irrigagdo por
aspersao, durante duas safras (2015/2016 e 2016/2017). Foi avaliado o teor foliar das
citocininas 6-benzilaminopurina (BAP) e trans-zeatina ribosideo (TZR), absorc¢ao de
N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn e Mn, crescimento da planta, componentes da produgéo
e produtividade de grdos. Realizou-se também experimento em casa de vegetacéo
com o objetivo de verificar a influéncia de citocininas na altura, componentes da
producéo, produtividade de graos e expressao genica de cultivares mutantes de arroz,
alterados na rota de sinalizagao celular desse horménio. A aplicagdo de citocinina
aumentou os teores foliares de 6-benzilaminopurina e trans-zeatina ribosideo na
primeira safra. O aumento no numero de espiguetas por panicula e fertilidade das
espiguetas, em funcdo das doses de TDZ, resultaram em incrementos na
produtividade na ordem de 24% e 13% na safra 2015/2016 e 2016/2017,
respectivamente. Em 2016/2017, os teores de K na folha aumentaram 2,0, 6,8, 3,1 e
0,9 g kg™' com a aplicagédo das doses de TDZ na diferenciagao foliar, florescimento,
grao leitoso e ponto de colheita, respectivamente. A concentragdo de K na panicula
aumentou 1,91 g kg™' no ponto de colheita. Apesar das diferengas climaticas entre as
duas safras, foi possivel observar que com a aplicagdo de TDZ houve maior acumulo
de matéria seca nas folhas e colmo da planta, sendo posteriormente translocada para
as estruturas reprodutivas. Nos cultivares mutantes de arroz OsPHP, OsRR tipo B e
OsCKX, houve diferengas nos pigmentos fotossintéticos, altura de plantas,
componentes da produgédo e produtividade de grdos em resposta a aplicagado de
citocinina. A expressao genica mostra que, mesmo com rupturas no OsHK, a planta
aumenta a expressédo de OsRR4, gene que governa as caracteristicas relacionadas a

citocinina na planta. O uso de citocinina na cultura do arroz promove maior absorgao



de nutrientes, crescimento e desenvolvimento da planta, resultando em maior
produtividade de graos.

Palavras-chave: Fisiologia vegetal. Regulador vegetal. Analise de crescimento.
Absorgao de nutrientes. Expresséo génica.



ABSTRACT

Application of the cytokinin thidiazuron (TDZ) is a technique which promotes increases
in grain yield of rice (Oryza sativa L.), however, it is necessary to understand the action
of this substance in rice plants. The objective of this work was to verify the influence of
TDZ on the physiological, morphological, nutritional and productive aspects of an
upland rice cultivar. A randomized block design experiment was carried out, applying
doses of thidiazuron (0, 0.8, 1.6 and 2.4 g ha™") on tillering stage of the cultivar ANa
8001, favored by sprinkler irrigation, during two crop seasons (2015/2016 and
2016/2017). It was evaluated the leaf content of cytokines 6-benzylaminopurine (BAP)
and trans-zeatin riboside (TZR), the uptake of N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn and Mn,
plant growing and grain yield. An experiment was also carried out to verify the influence
of cytokinins on morphological aspects and genetic expression of mutant rice cultivars,
altered in the cellular pathway signaling of this hormone. The application of cytokinin
increased leaf contents of 6-benzylaminopurine and trans-zeatin riboside in the first
crop season. The increase in the number of spikilets per panicle and spikelet fertility
as a function of TDZ doses resulted in increases of 24% and 13% in 2015/2016 and
2016/2017, respectively. In 2016/2017, the leaf K contents increased by 2.0, 6.8, 3.1
and 0.9 g kg™! with the application of TDZ doses on leaf differentiation, flowering, milky
grain and harvest point. respectively. Panicle K content increased 1.91 g kg™' at harvest
point. Despite the climatic differences between the two-crop season, it was possible to
observe that cytokinin increases the dry matter accumulation in the leaves and stalk of
the plant, being after translocated to the reproductive structures, resulting in increases
of grain yield. The OsPHP, OsRR type B and OsCKX rice mutant cultivars showed
increases in photosynthetic pigments, differences in plant height, yield components
and grain yield in response to cytokinin doses. The gene expression shows that, even
with OsHK disruption, the plant increases the expression of OsRR4, the gene that
governs cytokinin-related characteristics in the plant. The use of cytokinin in rice crop
promotes greater nutrient uptake, plant growth and development, resulting in higher

grain yield.

Keywords: Plant physiology. Plant growth regulator. Growth analysis. Nutrient uptake.

Gene expression.
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INTRODUGAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das culturas produtoras de alimento mais
importante do mundo, presente diariamente na dieta de mais da metade da populagao
mundial, fornecendo cerca de 27% das calorias consumidas em paises de média e
baixa renda (DAWE et al., 2010). Do ponto de vista econémico, aproximadamente 900
milhdes de pessoas dependem diretamente do arroz, como produtores ou
consumidores, principalmente em paises subdesenvolvidos (PANDEY et al., 2010).

Cultivado em todos os continentes com excecao da Antartida, o arroz ocupa
23% da area total cultivada com cereais no mundo, o que representa mais de 167
milhées de hectares e cerca de 769 milhdes de toneladas produzidas anualmente
(FAO, 2019). Mais de 90% do arroz é produzido e consumido na Asia, onde essa
planta tem importancia histérica. Ao longo da evolugéo das civilizagdes, india, China
e o Sudeste da Asia tiveram suas culturas fortemente influenciadas pelo cultivo do
arroz (KRISHNAN et al., 2011).

Ao longo de anos, desde sua domesticagcéo o arroz vem sendo cultivado nos
mais diversos agroecossistemas. Caracteristicas morfologicas como a presenca de
aerénquima, possibilita o cultivo do arroz em solos com condigdes anaerdbicas, o que
deixa ainda mais ampla a possibilidade de exploracao de areas com o seu cultivo.
Baseado em diversos critérios tais como regime hidrico, drenagem, solo e topografia,
os ambientes de cultivo de arroz podem ser classificados como irrigado e terras altas,
apresentando diferentes modalidades dentro de cada ecossistema.

No sistema de arroz irrigado, os campos s&do usualmente inundados durante
parte ou todo o ciclo da cultura. O sistema de arroz irrigado inclui varzeas irrigadas
por agua da chuva, varzeas com irrigacdo controlada, inundagdo constante e
manguezais (SAITO et al., 2013). O arroz de terras altas € geralmente cultivado em
campos nivelados ou inclinados, sem necessidade da construgdo de taludes. A
inundacgao é rara neste sistema. Na América Latina, a irrigagdo por aspersédo € uma
técnica usada para se obter incrementos em produtividade (ARF et al., 2001;
CRUSCIOL et al., 2006; ARF et al., 2012; CRUSCIOL et al., 2013; NASCENTE et al.,
2013; MENDES et al., 2014).

O sistema de arroz irrigado representa 92% da area de arroz colhida no mundo,
correspondente a cerca de 75% de todo arroz produzido (BOUMAN et al., 2007,
SAITO et al., 2018). Nesse sistema de cultivo sdo consumidos de 1700 a 3000 litros
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de agua para cada quilograma de grao de arroz produzido, podendo variar em fungao
disponibilidade de agua (chuva + irrigagado), tipo de solo (textura, matéria organica,
condutividade hidraulica, taxa de percolagao, etc.) e clima (temperatura, fotoperiodo,
humidade do ar, velocidade do vento, etc.) (PRASAD, 2011).

Devido a redugao da disponibilidade de agua para fins agricolas e a competigao
por esse recurso para uso urbano e industrial, surgiu o grande desafio de um sistema
de arroz irrigado com baixo consumo de agua, bem como técnicas que possibilitem o
aumento da produtividade do arroz de terras altas, assim atendendo a crescente
demanda por alimento para quase 10 bilhdes de pessoas em 2050, segundo as
projecdes (KRISHNAN et al., 2011).

Apesar de ocupar apenas 8% da area cultivada com arroz no mundo (SAITO
et al., 2018), o arroz de terras altas € um sistema de cultivo que vem ganhando espaco
e importancia no cenario agricola mundial. Com grande destaque principalmente na
regido dos trépicos (América latina, Africa e parte da Asia), esse modelo de cultivo
ainda apresenta baixas produtividades, cerca de duas toneladas por hectare
(PRASAD, 2011; SAITO et al., 2018).

No Brasil, o arroz produzido no sistema de terras altas teve grande importancia
principalmente nas décadas de 1970 e 1980 por ser a cultura pioneira utilizada na
exploracdo de novas areas na regidao do Cerrado, chegando a ocupar mais de 4,5
milhdes de hectares (PINHEIRO et al., 2006). O arroz era introduzido em areas recém
abertas com solos acidos e baixa fertilidade, impréprias para exploracdo de outras
culturas, cultivado durante o primeiro e segundo ano, sendo entdo substituido por
pastagens ou culturas com maior retorno econémico. O arroz produzido nesse sistema
foi caracterizado como atividade de baixo custo, alto risco climatico e baixo retorno
financeiro (PINHEIRO et al., 2006).

Baixas produtividades do arroz de terras altas sdo frequentemente atribuidas a
estresses bidticos e abidticos, além de poucas praticas tecnolégicas empregadas
pelos produtores nesse sistema de producao (HEINEMANN et al., 2010; SAITO et al.,
2018). Tais fatores aliados as variagdes climaticas de cada ano com auséncia de
regime de chuvas bem definido, aumentam os “gaps” de produtividade (OORT et al.,
2017) desestimulando ainda mais os produtores a fazerem investimentos nessa
atividade.

Os efeitos deletérios da deficiéncia hidrica durante a fase vegetativa implica no
prolongamento do ciclo da cultura (CRUSCIOL et al., 2003; PERES et al., 2018),
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diminuigédo da altura de plantas (STONE et al., 1984; OLIVEIRa, 1995; ARTIGIANI et
al., 2012) e reducgao do perfilhamento (PINHEIRO et al., 1990; FORNASIERI FILHO;
FORNASIERI, 1993), consequentemente reduzindo o numero de paniculas por
planta. Na fase reprodutiva pode reduzir o numero de paniculas (PINHEIRO et al.,
1985), o numero total de espiguetas por panicula (YOSHIDA, 1981; HEINEMANN;
STONE, 2009) e a fertilidade das espiguetas (STONE et al., 1984; HEINEMANN;
STONE, 2009). Ja na fase de maturagdo reduz a massa dos gréos (STONE et al.,
1984; PERES et al., 2018) e diminui o ciclo (CRUSCIOL et al., 2003).

Gragas ao melhoramento genético e a implementagéo de algumas praticas no
manejo, foi possivel obter aumento significativo na produtividade do arroz de terras
altas ao longo dos anos (PINHEIRO et al., 2006). Dentre essas praticas, a
suplementagao de agua com o uso de irrigacéo por aspersao tem sido diferencial para
obtengao de altos rendimentos de graos. A modalidade de cultivo no ecossistema de
terras altas tem uma demanda média de 600 a 700 mm de agua durante o ciclo
(BOUMAN et al., 2005; FORNASIERI FILHO; FORNASIERI, 2006; BOUMAN et al.,
2007), cerca de 80% menos que o sistema de arroz irrigado (PRASAD, 2011), sendo
essa exigéncia suprida por irrigacdo por aspersdo quando as chuvas nao sao
suficientes.

A irrigacao por aspersao mitiga o efeito de veranicos durante o ciclo da cultura.
Estudo realizado por Stone et al. (1999) mostra que cultivares de arroz de terras altas
adaptados ao sistema de irrigagdo por aspersdo, podem garantir produtividades
maiores que 5t ha™!, fazendo deste um sistema economicamente competitivo. Arf et
al. (2000) também destacam a importéncia da irrigacdo para o arroz de terras altas,
pois a deficiéncia hidrica e o nao suprimento da demanda por agua
(evapotranspiragdo) da cultura durante o ciclo de cultivo, reduzem a produtividade
podendo causar até a perda total da lavoura.

A deficiéncia hidrica geralmente € acompanhada de periodos de altas
temperaturas. Essas duas formas de estresse tem maior impacto negativo na cultura
do arroz durante a fase reprodutiva, onde sao definidos o numero de espiguetas por
panicula e a fertilidade das espiguetas (YOSHIDA, 1981). Desta forma, a
suplementacgao por irrigacéo, além de suprir a demanda de agua da cultura, mitiga os
efeitos deletérios de estresses abibdticos. Estudos mostram que esta técnica esta
consolidada e garante estabilidade na produtividade do arroz de terras altas
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(CRUSCIOL et al., 2005; CRUSCIOL et al., 2006; ARTIGIANI et al., 2012; CRUSCIOL
et al.,, 2012; CRUSCIOL et al., 2013; PERES et al., 2018).

Uma vez que se obtém estabilidade na produtividade € possivel a
implementacgéo de nivel mais elevado de tecnologia na lavoura, com uso de cultivares
mais exigentes e responsivos, adensamento de plantas, elevadas doses de
adubacao, biocidas de maior eficiéncia e até mesmo reguladores vegetais. Alves et
al., 2015 demonstraram que o uso do regulador vegetal thidiazuron (TDZ) na cultura
do arroz de terras altas pode promover aumento de até 23,5% na produtividade de
graos.

O TDZ (N-fenil-N’-1,2,3-tiadiazol-5-ilurea) € uma feniluréia. Foi classificado
como um tipo de citocinina n&do purinica que induz diversas respostas na planta,
similares as respostas induzidas por citocininas naturais ou sintéticas (GUO et al.,
2011). Como principais fungbes da citocinina na planta pode-se elencar: divisao
celular, aumento na capacidade fotossintética (SONG et al., 2013), expanséo foliar,
aumento na assimilacdo de CO, condutancia estomatica, eficiéncia da enzima
rubisco, e desenvolvimento de cloroplastos funcionais (MONAKHOVA;
CHERNYAD’EV, 2007; LAZOVA; YONOVA, 2010; CORTLEVEN; VALCKE, 2012). A
citocinina também regula a mobilizagdo de nutrientes e fotoassimilados por meio de
alteracdes na relagéo fonte/dreno (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A citocinina vem sendo amplamente estudada, e o uso dessa substancia se faz
promissor para melhorar o crescimento, desenvolvimento e produgdo das plantas.
Estudo realizado por Liu et al. (2011) mostra que o desenvolvimento de gemas que
originam perfilhos em planta de arroz sédo estimulados pela citocinina, de modo que o
aumento nos niveis deste horménio favorece o perfilhamento, e como consequéncia
a produtividade. Em consonancia a isso, Javid et al. (2011) constataram que
aplicacdes de citocininas e auxinas em plantas de arroz, durante a fase reprodutiva,
promove aumento no rendimento de graos, massa de 1000 gréos e porcentagem de
graos cheios.

Na fase de maturagcédo, o enchimento de grdos é prejudicado pela agédo da
enzima citocinina oxidase/desidrogenase, esta enzima degrada a citocinina na
panicula, reduzindo o fluxo de fotoassimilados para aquela zona, gerando maior
numero de espiguetas vazias, principalmente na base da panicula (YANG et al.,
2001). Esse efeito pode ser reduzido com a aplicagao de citocinina nas paniculas do
arroz (ASHIKARI et al., 2005; ZHANG et al., 2010).
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O estresse hidrico, comum em lavouras de arroz de terras altas, ocasiona
desiquilibrios hormonais na planta; isso se da pelo aumento nas concentragcbes de
acido abscisico e diminui¢do das auxinas e citocininas, fazendo com que os graos nao
recebam quantidade adequada de fotoassimilados, resultando em grédos de menor
qualidade (XU et al., 2007). Estudos evidenciam que a citocinina exerce importante
papel nas interagcbes com fatores bidticos e abidticos (ARGUESO ET AL., 2012;
KIEBER; SCHALLER, 2014), aliviando estresses causado por eles (PAVLU et al.,
2018).

Até aqui foram listados os desafios do arroz de terras altas, um sistema que
visa produgdo com baixo consumo de agua e exploracdo de areas do Cerrado.
Também foi tratado sobre as fungdes da citocinina na planta, bem como seu potencial
para melhorar a producdo. Baseado no que se sabe sobre citocinina e os resultados
encontrados até agora, acredita-se que este hormdnio promove aumento na
produtividade do arroz devido a alteragdes conjuntas nos aspectos morfologicos,
fisiologicos, nutricionais e genéticos, sendo necessario estudos para melhor entender
o funcionamento dessa substancia em plantas de arroz.

Para essa comprovacgao, foi realizado experimento com o objetivo de verificar
a influéncia de doses de thidiazuron em cultivar de arroz de terras altas, no que diz
respeito a absorgédo de nutrientes, crescimento da planta, componentes da producao
e produtividade de grdos. Também foram analisados aspectos morfoldgicos,
produtivos e expressao genica de cultivares mutantes de arroz, com alteragdes na
rota de sinalizagdo celular da citocinina, visando entender o funcionamento da

citocinina a nivel celular.
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CAPITULO 1 - ANALISE DE CITOCININA E PRODUTIVIDADE DE ARROZ DE
TERRAS ALTAS COM APLICAGAO FOLIAR DE THIDIAZURON

Resumo

O arroz produzido no ecossistema de terras altas € uma alternativa para producao
com baixo consumo de agua. Devido condigdes adversas durante o ciclo da cultura,
a irrigacdo por aspersdao e o uso de TDZ sao alternativas para garantir boas
produtividade do arroz de terras altas. Esse trabalho foi realizado a campo durante
duas safras (2015/2016 e 2016/2017), com o objetivo de avaliar a influéncia de doses
de citocinina exégena na cultura do arroz de terras altas por ocasido do perfilhamento.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados com seis repeti¢cdes
utilizando doses (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha'') de thidiazuron no cultivar Ana 8001. A andlise
do teor foliar de citocinina realizada na diferenciagao flora, florescimento, gréo leitoso
e colheita mostra que o uso de TDZ aumentou os teores foliares desse horménio, em
meédia 0,86 e 0,9 ppm para 6-benzialminopurina (BAP) e trans-zeatina ribosideo
(TZR), respectivamente. Na safra 2016/2017, a média geral dos teores de citocinina
foi maior que em 2015/2016, exceto para BAP no ponto de colheita. Considerando os
tratamentos, na segunda safra o controle apresentou maiores teores foliares de
citocinina nas fases de diferenciacédo floral e gréo leitoso para BAP, e no florescimento
para TZR. A produtividade de graos foi afetada pelo estresse hidrico e térmico na
segunda safra, com redugio de até 5967 kg ha™'. A aplicagdo de thidiazuron promoveu
incrementos no numero de espiguetas por panicula e fertilidade das espiguetas, e
mesmo com altas temperaturas e baixa quantidade de chuvas na segunda safra, foi

possivel obter aumento na produtividade de graos.
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1.1 INTRODUCAO

O arroz € uma das principais culturas alimenticias do mundo, servindo como
alimento base para mais da metade da populacdo mundial. E amplamente cultivado
na Africa, Américas e principalmente na Asia, onde encontra-se mais de 90% da area
total cultivada com arroz no mundo (PRASAD, 2011). No Brasil, a area plantada com
arroz esta em torno de 1,7 milhdo de hectares (CONAB, 2019), dividida em dois
sistemas de producdo, irrigado e terras altas.

O arroz produzido no sistema irrigado consome de 1700 a 3000 litros de agua
para cada quilograma de gréo de arroz produzido (PRASAD, 2011). No entanto, a
escassez de agua para uso agricola, juntamente com a crescente demanda de agua
para uso doméstico e industrial, aumenta ainda mais a importancia do arroz de terras
altas, um sistema com grande economia de agua, demandando cerca de 600 a 700
mm de agua durante o ciclo (BOUMAN et al., 2005; FORNASIERI FILHO;
FORNASIERI, 2006; BOUMAN et al., 2007).

O arroz de terras altas no Brasil geralmente € produzido em areas de Cerrado,
caracterizadas por solos acidos, baixa fertilidade e distribuicido desuniforme de chuvas
durante o ciclo da cultura (ARF et al., 2001; PINHEIRO et al., 2006; CRUSCIOL et al.,
2013). Periodos de seca durante o ciclo em conjunto com altas temperaturas,
principalmente durante o estadio reprodutivo podem gerar redugao de até 87% na
produtividade de grdos (STONE et al., 1984). A irrigagdo por aspersdo é uma
alternativa para reduzir os efeitos dos periodos de seca e garantir estabilidade na
produtividade de graos no sistema de arroz de terras altas (STONE et al., 1999; ARF
et al., 2000; CRUSCIOL et al., 2003; ARTIGIANI et al., 2012; CRUSCIOL et al., 2013;
PERES et al., 2018).

Estudo realizado por Alves et al. (2015) demonstra que o uso de thidiazuron na
cultura do arroz de terras altas irrigado por aspersdo promove aumentos significativos
na produtividade de grédos. O thidiazuron € uma feniluréia (N-fenil-N’-1,2,3-tiadiazol-5-
ilurea) classificado como um tipo de citocinina que induz respostas na planta, similares
as respostas induzidas por citocininas naturais (GUO et al., 2011).

A citocinina é um hormdnio vegetal que apresenta diversas fungdes na planta,
inclusive interagbes com fatores abidticos (KIEBER; SCHALLER, 2014), podendo
aliviar os efeitos de estresses (PAVLU et al., 2018). Considerando a grande exposigéo
do arroz de terras altas a condigdes de estresse, se faz importante o estudo

aprofundado desta técnica para melhor entender como a fornecimento de uma
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citocinina exogena influencia positivamente na cultura do arroz.

A partir do exposto, cria-se a hipotese que a aplicagcéo de citocinina sintética na
planta, aumenta os teores enddgenos desse hormdnio, tendo como consequéncia
melhorias nos aspectos produtivos da cultura. Por isso, foi realizado este estudo
objetivando verificar o efeito da aplicagdo de uma fonte exdégena de citocinina na
cultura do arroz de terras altas irrigado por aspersao, avaliando os niveis foliares
desse hormdnio e os reflexos na altura da planta, componentes da producao e
produtividade de graos.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Caracterizagéo da area e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em condi¢gdes de terras altas, favorecidas pelo
uso de irrigagao por aspersdo, nas safras de 2015/2016 e 2016/2017, em Botucatu
(SP) (48°26°W, 22°51’S e altitude de 740 m). O clima, conforme a classificacdo de
Koppen, € do tipo Cwa, caracterizado como tropical de altitude, com inverno seco e
verdo quente e chuvoso. Os dados climaticos durante o ciclo de cultivo nas duas
safras foram monitorados (Figura 1).

O solo da area experimental foi classificado como NITOSSOLO VERMELHO
distroférrico (SANTOS et al., 2018). Seus atributos quimicos (Tabela 1) foram
determinados antes da instalagdo do experimento, na camada 0,0-0,20 m, segundo a
metodologia proposta por Raij et al., (2001).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos atributos quimicos do solo da area experimental
referente as safras de 2015/2016 e 2016/2017
pHcacy MO  Presinay S Al** H+AI*®* K Ca Mg SB CTC V%
Safra gdm?3 mgdm3 mmolc dm’3
2015/2016 5,2 20 45 13 1 33 3,4 29 12 44 77 57
2016/2017 5,1 24 4 14 2 35 3,3 26 10 39 74 52

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com seis
repetigdes. Os tratamentos foram constituidos por doses (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha™') de
thidiazuron, aplicadas durante a fase de perfilhamento da cultura. As doses adotadas
nesse experimento foram definidas tendo como base no trabalho de Alves et al.
(2015), visando aumentar a quantidade aplicada e encontrar a dose maxima de
resposta em produtividade.

O cultivar utilizado foi o ANa 8001, que em virtude de seu porte médio mostra
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resisténcia ao acamamento, embora possa acamar quando em condicdes de
excessivo desenvolvimento vegetativo. O potencial produtivo é de 8000 kg ha™!, sendo
responsivo a novas tecnologias, dando suporte ao estabelecimento da agricultura
moderna. Tem como caracteristicas principais: ciclo curto (107 dias até a maturagéao
completa), 80 dias da emergéncia ao florescimento, graos tipo longo fino (agulhinha),
moderadamente suscetivel a brusone (Pyricularia oryzae Cav.) (AGRO NORTE,
2015).

Figura 1 - Dados diarios de precipitagdo pluvial, temperatura maxima e minima
durante a conduc¢ao do experimento em 2015/2016 (a) e 2016/2017 (b)
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Cada unidade experimental foi constituida por 8 fileiras de plantas, com 7,0 m
de comprimento, espacadas em 0,35 m. As 4 fileiras centrais foram consideradas area
util, sendo que 0,50 m da extremidade de cada fileira de plantas e as quatro fileiras

externas constituiram-se de bordadura.

1.2.2 Condugao do experimento

O experimento foi conduzido em sistema de semeadura direta. A semeadura
aconteceu no dia 17 e 21 de novembro, na safra 2015/2016 e 2016/2017,
respectivamente, utilizando-se 200 sementes viaveis m2. A emergéncia das plantulas
ocorreu aos seis dias apos a semeadura. Na semeadura foi aplicado 40 kg ha' de N
na forma de ureia, 61,6 kg ha™' de P-Os na forma de superfosfato simples e 35,2 kg
ha' de K20 na forma cloreto de potassio ao lado e abaixo das sementes, nas duas
safras (RAIJ et al., 1996).

Airrigacao do experimento foi realizada por sistema de aspersao convencional,
composto por duas linhas laterais e aspersores com vazédo de 1,07 m® hora™. O
momento da irrigagdo foi definido pelo método de irrigacdo de salvagdo, onde o
fornecimento de agua é realizado apenas quando as plantas apresentam sintomas de
falta de agua ao ponto de comprometer a produgéo ou quando a umidade do solo esta
em torno de 30-40% da capacidade de campo, sendo fornecido uma Iamina de 20 mm
(SILVA et al., 2007).

O controle de plantas daninhas, insetos-praga e doencas foi realizado de
acordo com as necessidades da cultura. Na adubacéo de cobertura foi aplicado 80 kg
ha' de N, na forma de sulfato de aménio, parcelada em duas vezes (40 kg ha' e 40
kg ha™'), respectivamente aos 15 (pré-perfilhamento) e 30 DAE (perfilhamento pleno),

nas duas safras.

1.2.3 Analise do teor foliar de citocininas

As amostragens foliares para determinag&o dos niveis de citocinina foram feitas
em func¢do dos estadios fenoldgicos da cultura, na primeira e segunda safra, durante
a diferenciacéo floral (59 e 60 DAE), florescimento (86 e 87 DAE), gréo leitoso (98 e
102 DAE) e ponto de colheita (112 e 110 DAE), respectivamente. Foi coletado a ultima
folha totalmente expandida, coletando aproximadamente 100 gramas de tecido
vegetal por parcela, sendo amostrados apenas no tratamento controle e na dose 2,4
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g ha'. Apds coletadas, as amostras foram imediatamente imersas em nitrogénio
liquido e armazenadas em temperatura de -80°C visando cessar o metabolismo e
preservar as caracteristicas metabdlicas da planta. Foram determinados os niveis de
6-Benzilaminopurina e Trans-zeatina ribosideo, em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) segundo a metodologia proposta por Muller e Munné-Bosch
(2011).

1.2.4 Biometria, componentes da producéo e produtividade de graos
e Altura da planta
Durante o estadio de graos pastoso foi determinado em 10 plantas ao acaso,
na area util de cada parcela a distancia média compreendida desde a superficie do
solo até a extremidade superior da panicula mais alta.
¢ Numero de paniculas por metro quadrado
Determinado pela contagem do numero de paniculas em 1,0 m de fileira de
plantas na area util das parcelas e posteriormente calculado por metro quadrado.
¢ Numero total de espiguetas por panicula
Determinado por meio da contagem do numero de gréos granados e chochos,
apo6s separagao dos mesmos com fluxo de ar, de 20 paniculas coletadas em cada
parcela.
o Fertilidade das espiguetas
Calculado a partir da relagédo entre numero de espiguetas cheias e o numero
total de espiguetas, multiplicado por 100.
e Massa de 1000 graos
Foi avaliado através da coleta ao acaso e pesagem de duas amostras de 1000
gréaos de cada parcela (130 g kg™! de agua).
e Produtividade de graos
Determinada através da pesagem dos grédos em casca, provenientes da area
util das parcelas, corrigindo-se a umidade para 130 g kg™' de agua, e convertendo em
kg ha'.

1.2.5 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidancia a 5% de
probabilidade, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de
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diferenga minima significativa de Fisher (LSD) a 5% de probabilidade, e realizado
regressdo para doses de TDZ. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Analise do teor foliar de citocininas

Considerando a interagao entre os fatores doses de TDZ e safra, os teores
foliares de BAP foram influenciados nos estadios de diferenciagédo floral e gréo leitoso,
enquanto para TZR houve interacdo na fase de diferenciacao floral e florescimento
(Tabela 2).

A aplicagdo de TDZ promoveu aumento nos teores de BAP na fase de
diferenciagao floral na safra 2015/2016 e diminuicdo em 2016/2017 (Tabela 2). Para
a TZR, nesta mesma fase, houve diferenca apenas na primeira safra, com maiores
resultados em fungdo do TDZ. De maneira geral, os teores foliares das citocininas
analisadas durante a diferenciagdo floral foram maiores na segundo safra, com
excecao da BAP no tratamento com TDZ.

Na fase de florescimento, € possivel observar inversdo dos resultados de TZR
em fungdo da aplicagdo de citocinina, da primeira para a segunda safra,
semelhantemente ao ocorrido com a BAP durante a diferenciacéo floral (Tabela 2), ou
seja, em 2015/2016 os maiores valores foram obtidos com o uso do TDZ, porém em
2016/2017 ocorreu o inverso.

A amostragem feita na fase de grao leitoso mostra que em 2016/2017 os teores
de BAP foram maiores. Além disso, mais uma vez houve inversao dos resultados, de
modo que, na segunda safra o teor de citocinina foi maior no tratamento controle,
resultado oposto ao observado em 2015/2016 (Tabela 2).

Quanto ao efeito da safra, em 2016/2017 os teores foliares BAP e TZR foram
maiores que em 2015/2016, exceto para BAP no ponto de colheita. Considerando a
aplicacao de TDZ, os maiores resultados foram no ponto de colheita para BAP, e no
grao leitoso e colheita para TZR (Tabela 2).
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Tabela 2 — Probabilidade de F (<0,05) e teores foliares de 6-benzilaminopurina e trans-
zeatina ribosideo ao longo do ciclo do arroz tratado com thidiazuron em 2015/2016 e

2016/2017
6-Benzilaminopurina Trans-zeatina ribosideo
Probabilidade de F
Trat. (T)  Safra (S) TxS Trat. (T)  Safra (S) TxS
Dif. floral 0,0271 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
Florescimento 0,8459 <0,0001 0,1054 0,7589 0,0136 0,0026
Gréo leitoso 0,1338 <0,0001  0,0002 0,0020 <0,0001  0,2084
Colheita 0,0002 0,0003 0,2340 0,0005 <0,0001  0,0567
ppm
2015/2016 2016/2017  Média 2015/2016 2016/2017  Média
TDZ 0,35 Aa’ 0,34 Ab 0,34 0,14 Ba 0,18 Aa 0,16
Dif. floral  Controle 0,24 Bb 0,51 Aa 0,38 0,04 Bb 0,18 Aa 0,11
Média 0,30 0,42 0,09 0,18
TDZ 0,29 0,36 0,33 a 0,21 Aa 0,20 Ab 0,20
Floresc.  Controle 0,27 0,39 0,33 a 0,17 Bb 0,25 Aa 0,21
Média 0,28 B 0,37 A 0,19B 0,22 A
TDZ 0,21 Ba 0,24 Ab 0,23 0,20 0,27 0,23 a
Grao leit.  Controle 0,17 Bb 0,31 Aa 0,24 0,14 0,24 0,19b
Média 0,19 0,27 0,17 B 0,25 A
TDZ 0,43 0,30 0,37 a 0,15 0,24 0,19 a
Colheita  Controle 0,30 0,22 0,26 b 0,12 0,17 0,14 b
Média 0,36 A 0,26 B 0,13 B 0,20 A

*Médias seguidas por letras diferentes mailsculas na linha e minuscula na coluna séo estatiticamente
diferentes de acordordo com o teste LSD a 5% de probabilidade.

1.3.2 Biometria, componentes da produgao e produtividade

E possivel observar que houve interagao significativa entre os fatores doses de
TDZ e safra nas variaveis numero de espiguetas por paniculas e produtividade de
graos (Tabela 3). Em relagdo ao efeito isolado de cada fator, as doses de TDZ
influenciaram apenas a fertilidade das espiguetas. Ja o fator safra influenciou a altura

de plantas, fertilidade das espiguetas, massa de 1000 graos, rendimento de inteiros e
graos quebrados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Probabilidade do teste F (<0,05) para altura de plantas, numero de
paniculas m?', nimero de espiguetas panicula™, fertilidade das espiguetas, massa de
1000 graos, produtividade de gréaos, rendimento de engenho, rendimento de inteiros
e graos quebrados em fungao de doses de TDZ aplicado durante o perfilhamento da
cultura em 2015/2016 e 2016/2017

Probabilidade de F

Variavel Dose (D) Safra (S) DxS

Altura de plantas 0,9974 <0,0001 0,7203
Paniculas por m? 0,5679 0,2315 0,6863
Numero de espiguetas por panicula 0,0298 <0,0001 0,0038
Fertilidade das espiguetas 0,0024 <0,0001 0,3958
Massa de mil graos 0,9288 <0,0001 0,6036
Produtividade <0,0001 <0,0001 0,0005
Rendimento de engenho 0,8676 0,8188 0,5321

Rendimento de inteiros 0,1455 <0,0001 >0,9999
Graos quebrados 0,1751 <0,0001 >0,9999

Na primeira safra as plantas foram, em média, nove centimetros mais altas que
na segunda safra (Tabela 4). A fertilidade das espiguetas diminuiu 13% na segunda
safra. Quanto a massa de 1000 gr&dos, em 2016/2017 foi 1,7 g menor.

Em relacdo as caracteristicas industriais rendimento de inteiros e graos
quebrados, na segunda safra a qualidade industrial do arroz foi superior,
apresentando 4% a mais de graos inteiros € 3% a menos de grdos quebrados
(Tabela4).

Tabela 4 - Altura de plantas, fertiidade das espiguetas massa de 1000 graos,
rendimento de inteiros e graos quebrados de plantas de arroz tratadas com doses de
thidiazuron em 2015/2016 e 2016/2017

Safra
Variavel unidade 2016 2017
Altura de plantas cm 69a 60 b
Fertilidade das espiguetas % 76 a 63 b
Massa de mil graos g 254 a 23,7b
Rendimento de Inteiros % 57 b 61 a
Graos quebrados % 8a 5b

" Médias seguidas por letras diferentes nas linhas séo estatiticamente diferentes de acordordo com o teste LSD a
5% de probabilidade.

Os resultados de fertilidade das espiguetas ajustaram-se a equagao quadratica
de regressdo, observando incrementos em fungdo das doses de TDZ até a dose
estimada de 1,9 g ha™' (Figura 2). Nesta dose o valor estimado para fertilidade das

espiguetas é de 72,5%, cerca de 8% a mais que a dose zero.
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Figura 2 - Fertilidade das espiguetas de plantas de arroz tratadas com doses de
thidiazuron em 2015/2016 e 2016/2017
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A variavel numero de espiguetas por panicula teve os maiores resultados em
2015/2016, independente da dose aplicada (Figura 3a). Em relagdo as doses de TDZ,
em 2016/2017 houve ajuste linear para esta variavel, de modo que, a dose 2,4 g ha™
de TDZ foi 15% superior a testemunha. Na segunda safra n&do houve resposta as
doses aplicadas para esta variavel.

Quanto a produtividade, o desdobramento mostra comportamento semelhante
ao numero de espiguetas por paniculas. Na primeira safra os resultados foram
maiores, independente da dose aplicada, com aumento de 24% em relagdo a dose
zero (Figura 3b). Ja na segunda safra, os resultados ajustaram-se a equacéao
quadratica, com ponto de maxima (3348 kg ha™') obtido com a dose estimada de 1,52

g ha'.
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Figura 3 - Desdobramento estatistico para as variaveis numero de espiguetas
panicula (a) e produtividade de gréos (b) em plantas de arroz tratadas com doses de
thidiazuron em 2015/2016 e 2016/2017
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1.4 DISCUSSAO
1.4.1 Analise foliar dos niveis de citocinina

A diferenga entre as condigdes climaticas da primeira e segunda safra fez com
que alguns resultados nao se repetissem, além de provocar drastica variagdo na
produtividade de grdos. A safra 2016/2017 teve média pluviométrica menor que
2015/2016, além de altas temperaturas e veranico de 10 dias no més de fevereiro

(Figura 1). Mesmo com a suplementagéo de irrigagcéo por aspersao, nao foi possivel
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atenuar os efeitos climaticos desfavoraveis na segunda safra.

Estudos mostram que a citocinina € um hormdnio que exerce importante papel
tanto de crescimento como em interagcbes com fatores abidticos (ARGUESO et al.,
2012; KIEBER; SCHALLER, 2014), principalmente no que se diz respeito a diminui¢ao
do efeito de estresses (Pavll et al., 2018). Sendo assim, as maiores temperaturas e
menor pluviosidade em 2016/2017 explicam as variagdes nos resultados das analises
foliares de citocinina (Tabela 2). Na safra com maior condi¢cdo de estresse (2016/2017)
houve aumento nos teores de citocinina. Incrementos nos niveis de citocinina em
plantas submetidas a altas condicbes de estresse também foram relatados por
Reguera et al. (2013), Décima Oneto et al. (2016) e Ma et al. (2016), inclusive,
aumentos da citocinina 6-Benzilaminopurina (NISHIYAMA et al, 2011),
semelhantemente ao acontecido neste estudo.

Em relagdo as inversdes nos teores de citocinina observadas em algumas
fases, como na diferenciagao floral e grao leitoso para BAP e florescimento para TZR
(Tabela 2), tal comportamento pode ser explicado pela intensidade de estresse que
as plantas foram expostas. Onde ndo houve interagdo entre os fatores, as plantas
tratadas com TDZ apresentaram os maiores valores, nunca excedendo 0,23 ppm,
exceto para BAP no ponto de colheita. Ja em situagdes onde foi observada inversdes
nos teores de citocinina, da primeira para a segunda safra, os valores da dose 0 foram
maiores, tendo teores superiores a 0,24 ppm.

Segundo Zwack; Rashotte (2015), as concentragdes de citocinina podem variar
em funcao da intensidade e duragdo do estresse, bem como do tempo decorrido do
momento de estresse até a avaliacdo, o que explica variagdes entre os tratamentos e
aumento nos teores foliares na segunda safra. Apesar da aplicagado de thidiazuron
elevar os teores foliares de BAP e TZR em 2015/2016, os maiores aumentos foram
observados no tratamento controle na safra com maiores condicbes de estresse
hidrico e térmico. Isso leva ao entendimento de que, em um primeiro momento, o
thidiazuron aumenta os teores de citocinina deixando a planta, teoricamente, menos
suscetivel ao estresse. No entanto, a alta exposi¢cao ao estresse abidtico, faz com que
as plantas ndo tratadas (n&o protegidas pela citocinina) produzam grandes
quantidades desse horménio. Zwack; Rashotte (2015) confirmam que quanto maior o
periodo de estresse, maior sdo os niveis de citocinina produzidos pela planta,
corroborando com os resultados desse trabalho.
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1.4.2 Biometria, componentes da producéo e produtividade de graos

Na primeira safra, a distribuicdo de chuvas ao longo do ciclo foi homogénea,
associadas a temperaturas entre 15°C e 28,5°C (Figura 1a), o que proporcionou
condigbes para se atingir produtividade de até 9161 kg ha'. Em 2016/2017 as médias
de temperaturas maiores ao longo do ciclo, juntamente com o veranico ocorrido
durante 07/02 até 25/02, atingindo as fases de emborrachamento e florescimento da
cultura (Figura 1b), resultaram em diminui¢ao significativa da produtividade. Yoshida
(1981) relata que estresse causado por altas temperaturas durante a fase reprodutiva
da cultura do arroz causa redugéo significativa no numero de espiguetas por panicula
e fertilidade das espiguetas, semelhantemente ao ocorrido no experimento conduzido
em 2016/2017.

A irrigacéo por aspersao néo foi suficiente para fornecer a quantidade de agua
exigida pela cultura aliviar os efeitos da distribuicdo desuniforme das chuvas na safra
2016/2017, o que causou danos significativos ao crescimento e produgédo do arroz
(Tabela 4). Estudos comparando laminas de irrigagdo mostram que em situagdes de
estresse hidrico ocorre redugcdo na altura de plantas (CRUSCIOL et al., 2003;
ARTIGIANI et al., 2012), fertilidade das espiguetas (CRUSCIOL et al., 2006;
HEINEMANN; STONE, 2009) e massa de mil grdos (CRUSCIOL et al., 2006;
GUIMARAES et al., 2011).

O aumento da fertilidade das espiguetas e numero de espiguetas por panicula
em fungado das doses de TDZ em 2015/2016 (Figura 2 e 3a), se deu pelo efeito de
crescimento e desenvolvimento da citocinina na planta. Os maiores teores de BAP e
TZR em algumas fases em 2015/2016, permite inferir essa relagdo (Tabela 2). A
citocinina promove divisdo celular (KIEBER; SCHALLER, 2014), o que favorece a
formagao e definicdo do numero de espiguetas, bem como crescimento do tubo
polinico no momento da fecundagao da espigueta.

Além dos processos de crescimento e desenvolvimento, a citocinina também
atua nas respostas a estresse abidticos por meio da protecdo do aparato
fotossintético, aumento do sistema antioxidante, melhoras no balango osmatico e
modulacdo de horménios relacionados a estresses (PAVLU et al., 2018). Esses
fatores podem ter influenciado positivamente as plantas tratadas com TDZ na primeira
safra, considerando que, mesmo em condi¢des climaticas favoraveis, as plantas

sofrem com estresses diariamente, advindos de temperaturas altas nas horas mais
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quentes do dia, ataque de insetos, pragas, barreiras quimicas e fisicas no solo, dias
nublados, entre outros.

Considerando os teores foliares de citocinina maiores em 2017, principalmente
no tratamento controle (Tabela 2), era esperado que houvesse alivio de estresse
maior que em 2016. Porém, elevadas concentragdes de citocinina na planta podem
ser prejudiciais, podendo haver inibicdo do crescimento radicular e parte aérea (LIAO
et al., 2017; RAMIREDDY et al., 2018).

Apesar de nao ter efeito no numero de espiguetas por panicula em 2016/2017,
observou-se aumento na produtividade até a doses estimada de 1,52 g ha™. Isso
aconteceu por causa dos incrementos na fertilidade das espiguetas, ou seja, 0 maior
numero de espiguetas férteis produzidas resultou em maior numero de graos cheios.
Fageria; Moreira (2011) afirmam que qualquer oscilagdo nos componentes da
producgao reflete na produtividade.

1.5 CONCLUSAO

O uso de citocinina exdgena em arroz aumenta os niveis foliares desse
hormoénio, que tem interacdo direta com condigcdes ambientais, aliviando efeitos de
estresses abidtico, quando estes acontecem de forma moderada. Os principais
componentes da producdo afetados pelo uso do thidiazuron sdo o numero de
espiguetas por panicula e fertilidade das espiguetas, e esses incrementos,
acontecendo em consonancia, resultam no aumento na produtividade do arroz de
terras altas. Desta forma, a aplicacao de thidiazuron durante a fase de perfilhamento
do arroz de terras altas possibilita melhor desenvolvimento da cultura, proporcionando

estabilidade da produgao.
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CAPITULO 2 — APLICAGAO FOLIAR DE THIDIAZURON: NUTRIGAO E
PRODUTIVIDADE DO ARROZ DE TERRAS ALTAS

Resumo

O arroz cultivado no ecossistema de terras altas € uma alternativa para produgao com
baixo consumo de agua tendo em vista a escassez de recursos hidricos para fins
agricolas. Ao longo dos anos o melhoramento genético e o uso de irrigagao por
aspersao promoveram melhoras nos indices de produtividade do arroz de terras altas.
Atualmente tem sido mostrado que a citocinina tem capacidade de aumentar a
produtividade do arroz de terras altas. Sendo assim, esse trabalho foi realizado com
0 objetivo de avaliar o efeito da citocinina na produtividade de arroz, bem como os
nutrientes que sao afetados por este hormdnio. Foi realizado experimento em blocos
casualizados com doses de thidiazuron (TDZ) (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha'), aplicadas no
perfilhamento do cultivar de arroz Ana 8001, nas safras 2015/2016 e 2016/2017. Foi
realizada analise nutricional nas fases de diferenciacéo floral, emborrachamento,
florescimento, grao leitoso e ponto de colheita. Os 6rg&os avaliados foram as folhas,
colmo e panicula. A produtividade e exportagédo de nutrientes no grédo também foram
quantificadas. Na primeira safra os teores de K na folha aumentaram em func¢ao das
doses de TDZ em todas as fases avaliadas, exceto no emborrachamento. Na
panicula, a concentracdo de K também aumentou, o que pode ter favorecido a
translocacao de fotoassimilados para aquele 6rgao. Durante o ponto de colheita os
teores de N no colmo diminuiram nas doses mais altas de citocinina, possivelmente
devido a maior translocacdo de compostos nitrogenados para os drenos. Os
incrementos na produtividade foram de até 2162 e 384 kg ha™' na primeira e segunda
safra, respectivamente. A exportagdo de nutrientes se deu na sequéncia de
N>K>P>Mg>S>Fe>Zn>Cu. Considerando a interacdo da citocinina com o K, as
plantas tratadas com thidiazuron se beneficiam do efeito desse nutriente, promovendo
aumento da produtividade.
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2.1 INTRODUCAO

A producéo de arroz é uma atividade que consome cerca de 80% da agua doce
destinada a agricultura no mundo (BOUMAN; TUONG, 2001; KHUSH, 2005). Devido
ao aumento populacional e demanda de recursos hidricos para uso domeéstico e
industrial, sistemas de produ¢do com baixo consumo de agua vem ganhando espago
no cenario agricola mundial.

O arroz produzido no ecossistema de terras altas € uma alternativa sustentavel
para agricultura com baixo consumo de agua. Esse sistema tem uma exigéncia meédia
600 a 700 mm (BOUMAN et al., 2005; FORNASIERI FILHO; FORNASIERI, 2006;
BOUMAN et al., 2007), cerca de 80% menos agua que o sistema de arroz irrigado
(PRASAD, 2011). No Brasil, o arroz de terras altas € produzido em areas com baixa
fertilidade e elevada acidez (PINHEIRO et al., 2006), depende de chuvas para o
suprimento de agua (ARF et al., 2001; SANTOS et al., 2006), e a ocorréncia de
veranicos durante o ciclo ocasiona redugdes na produtividade (ARF et al., 2002),
fazendo com que essa seja uma atividade de alto risco.

O desenvolvimento de cultivares adaptadas a condicbes de terras altas,
tolerantes & seca (GUIMARAES et al., 2016), juntamente com a irrigagdo por
aspersao, tem possibilitado estabilidade de produtividade do arroz de terras altas.
Stone et al. (1999) reportam que cultivares de arroz de terras altas adaptados ao
sistema de irrigagao por aspersao podem garantir produtividades maiores que 5t ha-
' fazendo deste um sistema economicamente competitivo.

Recentemente foi estabelecido que o uso de thidiazuron (TDZ) tem capacidade
de aumentar a produtividade de graos em cultivares de arroz de terras altas irrigados
por aspersao (ALVES et al., 2015). O TDZ (N-fenil-N’-1,2,3-tiadiazol-5-ilurea) € uma
feniluréia, foi classificado como um tipo de citocinina que induz diversas respostas na
planta, similares as respostas induzidas por citocininas naturais (GUO et al., 2011).
Alguns estudos também mostram que a citocinina pode interferir positivamente na
produtividade de grdos em arroz (ASHIKARI et al., 2005; JAVID et al., 2011;
ZULKARNAIN et al., 2013), reforcando o potencial dessa técnica para o arroz de terras
altas.

A citocinina € um hormoénio vegetal, desempenhando papel na divisao celular,
aumento na capacidade fotossintética (SONG et al., 2013), expanséo foliar, aumento
na assimilagcdo de CO2, condutancia estomatica, eficiéncia da enzima rubisco, e
desenvolvimento de cloroplastos funcionais (MONAKHOVA; CHERNYAD’EV, 2007,
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LAZOVA; YONOVA, 2010; CORTLEVEN; VALCKE, 2012). A citocinina também
regula a mobilizacdo de nutrientes e fotoassimilados por meio de alteragbes na
relagéo fonte/dreno (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A literatura mostra influéncia direta da citocinina no crescimento radicular, de
modo que, elevados niveis desse hormoénio podem inibir o crescimento das raizes
(KIEBER; SCHALLER, 2014), prejudicando a exploracdo do solo e captagao de
nutrientes. Por outro lado, a citocinina é responsavel pela expressdo de genes que
codificam proteinas nas raizes responsaveis por absorcéo de nutrientes (SEGUELA
et al., 2008; NAM et al., 2012; SHEN et al., 2014; RUFFEL et al., 2016). Logo, tem-se
a hipdétese que o uso de citocinina influencia positivamente a absorcédo de nutrientes
pela planta, resultando em melhor desenvolvimento e produtividade da cultura.

Desta forma, este trabalho foi realizado objetivando investigar os efeitos de
doses de thidiazuron na produtividade de arroz de terras altas, juntamente com o
comportamento nutricional das plantas tratadas com esta substancia, identificando
quais nutrientes s&o influenciados nos diferentes 6rgaos da parte aérea ao longo do

ciclo da cultura.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Caracterizagao da area e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em condi¢gdes de terras altas, favorecidas pelo
uso de irrigagéo por aspersédo, nas safras 2015/2016 e 2016/2017, em Botucatu (SP)
(48°26°W, 22°51’S e altitude de 740 m). O clima, conforme a classificagdo de Koppen,
€ do tipo Cwa, caracterizado como tropical de altitude, com inverno seco e verao
quente e chuvoso. Os dados climaticos registrados durante o ciclo de cultivo nas duas
safras estdo apresentados na Figura 1.

O solo da area experimental foi classificado como NITOSSOLO VERMELHO
distroférrico (SANTOS et al., 2018). Seus atributos quimicos foram determinados
antes da instalacdo do experimento, na camada 0,0-0,20 m, segundo a metodologia
proposta por Raij et al. (2001) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizacdo dos atributos quimicos do solo da area experimental
referente as safras de 2015/2016 e 2016/2017
pHcacy MO Presinay S AlI** H+AI"®* K Ca Mg SB CTC V%
Safra gdm?3 mgdm3 mmolc dm’3
2015/2016 5,2 20 45 13 1 33 34 29 12 44 77 57
2016/2017 5,1 24 4 14 2 35 33 26 10 39 74 52

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com seis
repetigdes. Os tratamentos foram constituidos por doses (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha™') de
thidiazuron, aplicadas durante a fase de perfilhamento da cultura. As doses adotadas
nesse experimento foram definidas tendo como base no trabalho de Alves et al.
(2015), visando aumentar a quantidade aplicada e encontrar a dose maxima de
resposta em produtividade.

O cultivar foi o ANa 8001, que em virtude de seu porte médio, mostra
resisténcia ao acamamento, embora possa acamar quando em condicdes de
excessivo desenvolvimento vegetativo. O potencial produtivo é de 8.000 kg ha”,
sendo responsivo a novas tecnologias, dando suporte ao estabelecimento da
agricultura moderna. Tem como caracteristicas principais: ciclo curto (107 dias até a
maturacdo completa), 80 dias da emergéncia ao florescimento, graos tipo longo fino
(agulhinha), moderadamente suscetivel a brusone (Pyricularia oryzae Cav.) (AGRO
NORTE, 2015).
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Figura 1 - Dados diarios de precipitagdo pluvial, temperatura maxima e minima
durante a condug&o do experimento em 2015/2016 (a) e 2016/2017 (b)
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Cada unidade experimental foi constituida por 8 fileiras de plantas, com 7,0 m
de comprimento, espacadas em 0,35 m. As 4 fileiras centrais foram consideradas area
util, sendo que 0,50 m da extremidade de cada fileira de plantas e as quatro fileiras

externas constituiram-se de bordadura.

2.2.2 Conducgao do experimento
O experimento foi conduzido em sistema de plantio direto. A semeadura
aconteceu no dia 17 e 21 de novembro, na safra 2015/2016 e 2016/2017,
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respectivamente, utilizando-se 200 sementes viaveis m2. A emergéncia das plantulas
ocorreu seis dias apds a semeadura. Na semeadura foi aplicado 40 kg ha™ de N na
forma de ureia, 61,6 kg ha' de P20s na forma de superfosfato simples e 35,2 kg ha™
de K20 na forma cloreto de potassio, ao lado e abaixo da semente, nas duas safras
(RAIJ et al., 1996).

Airrigacao do experimento foi realizada por sistema de aspersao convencional,
composto por duas linhas laterais e aspersores com vazédo de 1,07 m® hora™. O
momento da irrigagdo foi definido pelo método de irrigacdo de salvagdo, onde o
fornecimento de agua é realizado apenas quando as plantas apresentam sintomas de
falta de agua ao ponto de comprometer a produgéo ou quando a umidade do solo esta
em torno de 30-40% da capacidade de campo, sendo fornecido uma Iamina de 20 mm
(SILVA et al., 2007).

O controle de plantas daninhas, insetos-praga e doencas foi realizado de
acordo com as necessidades da cultura. Na adubacé&o de cobertura foi aplicado 80 kg
ha' de N, na forma de sulfato de aménio, parcelada em duas vezes (40 kg ha' e 40
kg ha'), respectivamente aos 15 (pré-perfilhamento) e 30 (perfilhamento pleno), nas
duas safras.

2.2.3 Coleta de plantas e analise nutricional

As amostragens foram realizadas em funcdo dos estadios fenoldgicos da
cultura, na primeira e segunda safra, no perfilhamento (30 e 25 DAE), diferenciagao
floral (59 e 60 DAE), emborrachamento (79 e 75 DAE), florescimento (86 e 87 DAE),
grao leitoso (98 e 102 DAE) e ponto de colheita (112 e 110 DAE), respectivamente.
Em cada parcela, foram coletadas as plantas contidas em 0,30 m de linha da area util.
As partes da planta foram separadas em folha (lamina foliar), colmo, (colmo + bainha)
e panicula. As amostras foram alocadas em estuda com circulagao forgada de ar a
60°C, até atingir massa constante. Para a avaliagdo nutricional, as amostras foram
moidas em moinho tipo Willey e as concentra¢des de N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Fe
e Mn foram determinadas segundo metodologia proposta por (MALAVOLTA et al.,
1997).

2.2.4 Produtividade de gréos e exportagao de nutrientes
A produtividade de gréos foi determinada por meio da colheita de duas linhas
da area util de cada parcela, sendo os graos em casca pesados e a umidade corrigida
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para 130 g kg™' de agua, e posteriormente convertido em kg ha'. A exportagdo de
nutrientes pelos graos foi obtida multiplicando o teor de nutrientes nos graos pela
produtividade obtida em cada tratamento.

2.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade,
quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de diferenga minima
significativa de Fisher (LSD) a 5% de probabilidade, e realizado regress&o para doses
de TDZ. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR
5.3 (FERREIRA, 2011).

2.3 RESULTADOS

Em 2015/2016 a quantidade de chuva ao longo do ciclo atingiu 1385 mm, as
meédias de temperatura minima e maxima foram de 15 e 28,4°C, respectivamente
(Figura 1a), enquanto em 2016/2017 a precipitacao foi de 878 mm, com médias de
temperatura minima de 19,2°C e maxima de 29,2°C (Figura 1b).

Dentre todos os nutrientes avaliados apenas os teores de N e K foram
influenciados pelas das doses de TDZ aplicadas, e essa influéncia sé aconteceu em
funcao da diferenga entre as duas safras. Para o N, observou-se influéncia dos teores
apenas no colmo durante o ponto de colheita (Tabela 2). Em relagdo ao K, os teores
foliares apresentaram interagdo em todas as fases avaliadas, e também para os
teores na panicula no ponto de colheita (Tabela 2).

Na interacdo apresentada na Figura 2 € possivel observar que, na safra
2015/2016, os teores de N no colmo foram maiores que em 2016/2017 para todas as
doses. Quanto a resposta das doses, na primeira safra os resultados ajustaram-se a
equagao quadratica, sendo o ponto de maxima atingido na dose estimada de 1,1 g ha
. Na segunda safra os teores apresentaram reducéo linear em fungéo das doses, com
diminuigdo de 0,66 g por kg de matéria seca na dose de 2,4 g ha™' (Figura 2).
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Figura 2 - Desdobramento estatistico para teores de N no colmo avaliado no ponto de
colheita de plantas de arroz tratadas com thidiazuron em 2015/2016 e 2016/2017.
Barras de erros representam diferenga minima significativa
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Tabela 2 - Probabilidade de F (£0,05) para os teores de nutrientes durante a diferenciacao floral (DF), emborrachamento (EB),
florescimento (FL), gréo leitoso (GL) e pondo de colheita (PC) em plantas de arroz tratadas com thidiazuron em 2015/2016 e

2016/2017
Folha Colmo Panicula

DF EB FL GL PC DF EB FL GL PC FL GL PC
N TDZ 0,7791 0,4215 10,9798 0,3003 0,9618 0,5956 0,7357 0,9154 0,8519 0,0117 0,8491 0,8910 0,8111
T*St 0,9813 0,9338 10,7643 0,9516 0,5139 0,6889 0,7370 0,5845 0,9699 0,0131 0,9661 0,4102 0,2114
P TDZ 0,1722 0,7951 0,0829 10,4748 0,2523 0,4110 0,8700 0,7330 0,5478 0,0386 0,5309 0,4823 0,7625
T*S 0,4255 0,6546 0,8197 0,5066 0,2368 0,1910 0,5472 0,0261 0,3972 0,0826 0,5355 0,1880 0,7011
K TDZ 0,0444 0,0638 <0,0001 0,0312 0,0631 0,3913 0,0940 0,8672 0,5610 0,6317 0,2923 0,5260 0,0004
T*S 0,0044 0,0003 <0,0001 0,0002 0,0314 0,1318 0,0805 0,6124 0,0735 0,5961 0,4963 0,5381 0,0012
Ca TDZ 0,5797 0,1054 0,1577 0,1161 0,3548 0,8920 0,4783 0,7708 0,6224 0,4429 0,6197 0,1473 0,9171
T*S 0,2127 0,1287 10,2690 0,3334 0,3403 0,8685 0,6173 0,6977 0,4317 0,3231 0,5691 0,1013 0,9163
Mg TDZ 0,4197 0,1254 0,4615 10,1348 0,5775 0,9516 0,8967 0,5738 0,1212 0,4511 0,6516 0,0670 0,5063
T*S 0,4454 0,4730 10,7177 0,3491 0,8585 0,7797 0,1890 0,4996 0,8906 0,4681 0,6835 0,4682 0,7860
s TDZ 0,9129 0,3246 0,8505 0,3892 0,8310 0,7182 0,6094 0,6342 0,3522 0,8773 0,6087 0,9809 0,3853
T*S 0,2599 0,4199 10,4838 0,2625 0,3374 0,4243 0,4510 0,3816 0,9371 0,1047 0,2133 0,2174 0,6879
Cu TDZ 0,2304 0,9973 10,1750 0,7560 0,4701 0,5480 0,2140 0,4830 0,7344 0,0825 0,1118 0,9028 0,2313
T*S 0,1640 0,1416 0,3059 0,8361 0,4904 0,6643 0,6914 0,0376 0,0728 0,2382 0,1186 0,9671 0,2848
Zn TDZ 0,6336 0,9661 0,3985 0,0621 0,6334 0,3726 0,6550 0,3353 0,4722 0,7874 0,4791 0,1238 0,1153
T*S 0,4542 0,5286 0,3382 0,1561 0,2788 0,2102 0,5685 0,1052 0,3838 0,9528 0,4003 0,4954 0,1754
Mn TDZ 0,9249 0,5519 10,9126 0,6102 0,8702 0,9319 0,2764 0,6105 0,1300 0,8509 0,0133 0,1500 0,0551
T*S 0,7372 0,9668 0,6056 0,4835 0,1676 0,4497 0,4657 0,4238 0,5451 0,2198 0,1350 0,0762 0,1031
Fe TDZ 0,5106 0,5128 10,8214 0,3444 0,8752 0,3898 0,4691 0,3251 0,3862 0,5909 0,8995 0,7486 0,4295
T*S 0,8384 0,7232 0,1199 0,2502 0,9330 0,8980 0,8355 0,2855 0,2449 0,4658 0,5408 0,6230 0,4196

T Interagdo entre o fator doses de thidiazuron e safra.

TS
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Os teores de K na folha na fase de diferenciacdo floral foram maiores em
2015/2016, porém, ndo responderam ao efeito das doses de TDZ, enquanto em
2016/2017 os resultados tiveram aumento linear em fungédo das doses (Figura 3a),
chegando a um teor de 19,9 g kg-' de matéria seca.

Durante a fase de emborrachamento os teores diferiram nas duas safras, com
excegao da dose 0,8 g ha''. Observa-se na Figura 3b que a partir da dose 0,8 g ha™
ocorre a inversao dos teores de K na folha. De maneira geral, nota-se incremento de
6,5 e decréscimo de 3,3 g ha' dos teores de K na folha nas safras de 2015/2016 e
2016/2017, respectivamente.

Na fase de florescimento e gréo leitoso, os teores de K na folha responderam
as doses de TDZ semelhante a fase de diferenciagdo floral (Figura 3c e 3d). Na
primeira safra ndo houve efeito das doses, enquanto em 2016/2017 os resultados
ajustaram-se a equagao linear positiva, com aumentos de 5,9 e 3,6 g ha' para
florescimento e gréo leitoso, nessa ordem.

Nota-se na Figura 3e que os teores foliares de K no ponto de colheita também
foram maiores em 2015/2016. Na primeira safra os resultados ajustaram-se a equagéo
quadratica, com maximo valor de K (18,6 g kg™') obtido com a dose estimada de 1,37
g ha'. Ja na segunda safra, os incrementos foram lineares até a maior dose, com
cerca de 1,11 g kg™! de K a mais que a testemunha.

No ponto de colheita, 0 comportamento dos teores de K na panicula foram
semelhantes aos foliares na maioria das fases avaliadas, onde, os resultados de
2015/2016 sobressairam, porém, ndo respondendo ao efeito do TDZ aplicado (Figura
3f). Em 2016/2017 houve aumento linear dos teores em resposta as doses aplicadas,
com aumento total de 2,2 g de K por kg de matéria seca.
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Figura 3 - Desdobramento estatistico para os teores de K na folha nas fases de
diferenciagao foliar (a), emborrachamento (b), florescimento (c), gréo leitoso (d), ponto
de colheita (e) e na panicula no ponto de colheita (f) de plantas de arroz tratadas com
thidiazuron. Barras de erros representam diferenca minima significativa, ns: n&o
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A produtividade de graos apresentou interagédo entre os fatores doses de TDZ
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e safra. Ja a quantidade exportada de nutrientes pelos graos, calculada em fungao da

produtividade, teve apenas efeito das doses, exceto para Ca e Mn (Tabela 3).

Tabela 3 - Probabilidade de F (<0,05) para produtividade de grédos e nutrientes
exportados em plantas de arroz tratadas com thidiazuron em 2015/2016 e 2017/2017

Variavel TDZ TDZ*Safra

Produtividade <0,0001 0,0005
N 0,0075 0,1099

P 0,0124 0,0622

K 0,0003 0,5429

Ca 0,6562 0,3297
Mg 0,0370 0,2540

S <0,0001 0,0036
Cu 0,0236 0,6506
Zn 0,0123 0,0615
Mn 0,1251 0,0704
Fe 0,0040 0,0062

A produtividade de graos em 2015/2016 foi superior a 2016/2017 para todas as
doses aplicadas (Figura 4a). A média geral de produtividade na primeira safra foi de
8080 kg ha' em comparagdo com 3199 kg ha™' em 2016/2017, redugdo de 60%. Os
resultados de produtividade em 2015/2016 ajustaram-se a equacgao linear, com
incrementos de até 2162 kg ha™' na maior dose. Na segunda safra, apesar da baixa
produtividade, as doses também promoveram aumentos, porém até a dose estimada
de 1,52 g ha'', cerca de 384 kg ha™' a mais de gréos.

A exportacédo de macronutrientes (Figura 4b) e micronutrientes (Figura 4c) pelo
grao foi crescente em fungao do aumento das doses de TDZ. Os nutrientes com maior
quantidade exportada foram N>K>P>Mg>S para os macro e Fe>Zn>Cu para os
micronutrientes. Considerando os nutrientes com maior aumento em consequéncia
das doses tem-se Fe, S, Cu, P, Zn, Mg, Ke N, com 35,5, 25,9, 23,4, 21,0, 19,1, 17,7,

17,2 e 17,1%, respectivamente.



Figura 4 — Produtividade de gréos (a), quantidade de macronutrientes (b) e
micronutrientes (c) exportados em graos de plantas de arroz tratadas com

thidiazuron em 2015/2016 e 2016/2017
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2.4 DISCUSSAO

A diferenca de absorgéo de nutrientes entre as safras foi principalmente devido
a disparidade climatica. Mesmo os 878 mm de chuva observado na segunda safra
serem considerados suficiente para a produgao do arroz de terras altas (BOUMAN et
al., 2007; XUE et al., 2008), as precipitagdes aconteceram de forma desuniforme ao
longo do ciclo, e, mesmo com o fornecimento de agua por meio da irrigagdo por
aspersao, nao foi possivel evitar as redug¢des na produtividade.

Apesar do ajuste quadratico para os teores de N no colmo durante o ponto de
colheita (Figura 2), é possivel inferir que o aumento das doses de TDZ reduzam os
teores desse nutriente no 6rgéo e fase em questdo. Porém, essa redugéo pode estar
relacionada a maior exportagdo de nutrientes para o grédo. Cliquet et al. (1990)
demonstraram que grande parte do N armazenado nos colmos é remobilizado para
formagao e enchimento de grdos. Crusciol et al. (2016) também relatam diminuigc&o
de nutrientes moveis no colmo em resultado da exportagéo para a panicula. Logo, &
possivel que a citocinina intensifique esse processo, uma vez que, além da redugcao
dos teores de N no colmo, as doses de thidiazuron promoveram incrementos de
produtividade.

Ainda em relagao ao potencial de remobilizagao de nutrientes e fotoassimilados
da citocinina, a literatura demonstra que este hormonio é responsavel pela ativacao
de invertases extracelulares e transportadores de hexoses (ROITSCH; EHNENR, 2000;
WERNER et al., 2008), possivelmente, isso estimulou a exportagcdo de compostos
contendo N do colmo para o gréo.

Em adicdo a isso, estudos mostram interacdo positiva entre citocinina e a
absorcao de N, pois, plantas mutantes com rupturas na rota de producédo de citocinina
apresentam deficiéncia na absorcdo de N (PATTERSON et al., 2016; PAVLU et al.,
2018). Sendo assim, o aumento das doses e citocinina e redugdes nos teores no
colmo reforga a ideia de que o N foi redistribuido, ndo havendo uma possivel indugao
de deficiéncia.

Levando em conta que os teores de K na folha foram positivamente
influenciados pelas doses de citocinina em quase todas as fases, é importante
associar o papel que esse nutriente exerce nas relagdes fonte/dreno da planta. Esse

nutriente cria um potencial eletro-osmaotico que gera efluxo de fotoassimilados do
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mesofilo para o apoplasto, o carregamento no floema, transporte no floema e por fim
absorgao nas células dreno (CONTI; GEIGER, 1982; VREUGDENHIL, 1985; TAIZ,
ZEIGER, 2017). Esse fato é reforgado ainda pelos incrementos dos teores na panicula
observados no ponto de colheita, o que pode ter ajudado no enchimento de gréos.

Os efeitos das doses de citocinina nos teores de K foram mais acentuados em
2016/2017. Naquela safra a temperatura média foi 2,5°C maior e teve 507 mm a
menos de chuva. Além de atuar como ativador de inumeras enzimas no metabolismo
das plantas (MARSCHNER, 2011), o K também desempenha papel fundamental no
controle estomatal, conferindo a planta maior tolerancia ao estresse hidrico e térmico
(ANDRES et al., 2014; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Existem poucos estudos mostrando a influéncia direta da citocinina no
fechamento de estématos em condi¢cdes de seca (FARBER et al., 2016), sendo essa
funcao exercida pelo acido abscisico (ABA) (ZHU, 2002). Porém, considerando que a
citocinina aumentou os teores de K na folha, e que esse nutriente tem agao direta na
abertura e fechamento dos estdomatos, pode-se dizer que a citocinina atuou
indiretamente na tolerancia ao estresse abidtico em 2016/2017.

No emborrachamento em 2016/2017, o teor foliar de K diminuiu em funcao das
doses de TDZ, ao contrario de todas as outras fases (Figura 3b). Nam et al. (2012)
relatam que plantas deficientes em citocinina tendem a expressar em maior
quantidade o gene HAKS, responsavel pela codificagdo de transportadores de K em
raizes. Desse ponto de vista, faz sentido a redugdo nos teores de K, devido ao
aumento da quantidade de citocinina fornecida a planta. Porém, isso néo se repetiu
nas demais fases e o6rgaos. Possivelmente, o veranico ocorrido em 2016/2017, que
se iniciou pouco antes da fase de emborrachamento, deve ter gerado desequilibrio no
metabolismo da planta ocasionando tais resultados.

A produtividade de graos foi positivamente influenciada pelo uso de TDZ,
corroborando com os resultados de Alves et al. (2015), que também fizeram
aplicacdes de doses de TDZ na fase de perfilhamento em cultivares de arroz de terras
altas. O efeito positivo da citocinina na produtividade de arroz também é relatado por
Ashikari et al. (2005), Javid et al. (2011) e Zulkarnain et al. (2013).

A citocinina € um hormoénio vegetal que atua na divis&o celular, senescéncia
foliar, dominancia apical, relacdes fonte/dreno, absor¢ao de nutrientes e respostas a
fatores bidtico e abiéticos (KIEBER; SCHALLER, 2014; SCHALLER et al., 2014; TAIZ;
ZEIGER, 2017). Tendo em vista a gama de fungdes exercida por esse horménio &
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justificavel os incrementos de produtividade, n&o s6 apenas pelo aumento dos teores
de Ke N.

No que se diz respeito ao acumulo de nutrientes no gréo, nao existem trabalhos
mostrando a atuagdo da citocinina nesta caracteristica em cereais. E possivel
encontrar relatos da influencia da citocinina na expressdo de genes que codificam
proteinas responsaveis pela absorgéo radicular de N (RUFFEL et al., 2011; RUFFEL
et al., 2016), P (WANG et al., 2006; SHEN et al., 2014), K (NAM et al., 2012) e Fe
(SEGUELA et al., 2008), porém, sem resultados do acumulo na parte area.

O aumento na exportacéo de nutrientes pelo grao em fungéo das doses de TDZ
se deu pelo fato de como essa variavel foi calculada (teor nos grdos x kg ha™' de
graos). A citocinina ndo necessariamente aumentou o teor de nutrientes no grao.
Crusciol et al. (2016) relatam que cultivares de alta produtividade n&o tem maior
demanda por nutrientes por cada tonelada de grao produzido. Neste caso, o aumento
da exportagdo de nutrientes esta ligado a capacidade do cultivar em acumular matéria
seca nos orgaos reprodutivos, corroborando com Alvarez et al. (2012).

Sendo assim, em consonancia com Crusciol et al. (2007), acréscimos em
produtividade geram grandes quantidade de nutrientes removidos, sendo necessario
levar esse fato em consideragao para o planejamento da adubagéo da cultura.

2.5 CONCLUSAO

O uso de thidiazuron aumenta os teores de K na folha do arroz, em
consequéncia, as plantas se beneficiam da fungdo desse nutriente. Isso confere
tolerancia ao estresse hidrico e térmico, promovendo incrementos na produtividade
de graos, mesmo em anos com condigdes climaticas adversas. Assim como o K, a
produtividade de graos responde positivamente ao uso de TDZ, resultando em ganhos
significativos. A exportagdo de nutrientes pelo grdo também aumenta, em

consequéncia do acumulo de matéria seca nos 6rgaos reprodutivos.
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CAPITULO 3 — APLICAGAO FOLIAR DE THIDIAZURON PODE ALTERAR
O CRESCIMENTO DO ARROZ DE TERRAS ALTAS?

Resumo

O cultivo de arroz no ecossistema de terras altas vem ganhando importancia no
cenario agricola mundial devido a necessidade de um sistema de produgao
sustentavel e com baixo consumo de agua. Devido a sua baixa produtividade
comparada com o arroz irrigado, técnicas que aumentem a produtividade do arroz de
terras altas vém sendo desenvolvidas. Recentemente, foi postulado que o uso de TDZ
promove incrementos significativos na produtividade do arroz de terras altas.
Objetivou-se com esse trabalho identificar, por meio de analise de crescimento, o
efeito da citocinina no do arroz de terras altas, avaliando o acumulo de matéria seca
(MS) na parte aérea e a resposta em produtividade de grédos. O experimento foi
conduzido durante duas safras (2015/2016 e 2016/2017) em condigbes de terras altas,
irrigado por aspersdo. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com
seis repeti¢cdes, os tratamentos constituiram-se de dose de TDZ (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g
ha'), aplicadas no perfilhamento da cultura. Foi avaliado o acimulo de MS nas folhas,
colmo e panicula nas fases de perfilhamento, diferenciagao floral, emborrachamento,
florescimento, gréo leitoso e ponto de colheita. Foi estimado o indice de area foliar
(IAF), taxa de crescimento da cultura (TCC), taxa de crescimento relativo (TCR), taxa
assimilatéria liquida (TAL), area foliar especifica (AFE) e a produtividade de graos. Na
primeira safra, houve maior acumulo de MS devido as condigdes climaticas favoraveis
comparadas a segunda safra. As doses de thidiazuron influenciaram positivamente o
IAF, TCC, TCR e TAL, mais notadamente no primeiro ano. A produtividade de graos,
em 2015/2016, apresentou ajuste linear positivo em fungdo das doses, atingindo 8994
kg ha' com a dose de 2,4 g ha™', enquanto em 2016/2017 a maior produtividade, 3560
kg ha, foi obtida com a dose de 1,95 g ha'. A citocinina promove aumento no
acumulo de MS nas folhas e colmo da planta, que € eficientemente redirecionada para
a panicula na fase reprodutiva, resultando em ganhos de produtividade.
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3.1 INTRODUCAO

O arroz cultivado no ecossistema irrigado ocupa cerca de 82% da area
cultivada com arroz no mundo (Saito et al., 2018). No entanto, a crescente demanda
de agua para uso em industria e centros urbanos tem limitado esse sistema de
produgdo. Por outro lado, o arroz cultivado no ecossistema de terras altas vem
ganhando espago, devido ao menor consumo de agua (FORNASIERI FILHO;
FORNASIERI, 2006; BOUMAN et al., 2007) e possibilidade de explorar areas de baixa
fertilidade (PINHEIRO et al., 2006).

No Brasil, o arroz de terras altas teve grande importancia como cultura pioneira
usada na exploragédo de novas areas na regido do Cerrado (PINHEIRO et al., 2006).
Inicialmente, as produtividades eram baixas devido ao cultivo em solos de baixa
fertilidade e distribuicdo desuniforme de chuvas durante o ciclo da cultura (ARF et al.,
2001; CRUSCIOL et al., 2013). Gragas ao melhoramento genético e fornecimento de
agua com irrigagao por aspersao, foi possivel estabelecer um nivel de produtividade
que garante confiabilidade e competitividade para esse sistema de produgcao (STONE
et al., 1999; ARF et al., 2000; CRUSCIOL et al., 2005; PERES et al., 2018).

Recentemente, um estudo mostrou que o uso de TDZ na cultura do arroz de
terras altas irrigado por aspersédo, tem o potencial de aumentar a produtividade de
graos (ALVES et al.,, 2015), fazendo dessa uma técnica eficiente na busca de
aumentos na produtividade do arroz de terras altas. O TDZ é uma feniluréia (N-fenil-
N’-1,2,3-tiadiazol-5-ilurea), classificado como um tipo de citocinina que induz diversas
respostas na planta, similares as respostas induzidas por citocininas naturais (GUO
et al.,, 2011).

A citocinina é um dos principais horménios das plantas. Dentre suas fungdes
destacam-se a diviséo celular (TAIZ; ZEIGER, 2017), expansé&o foliar, assimilagao de
CO,, condutancia estomatica (MONAKHOVA; CHERNYAD'EV, 2007; LAZOVA;
YONOVA, 2010), eficiéncia da enzima rubisco (TALLA et al., 2016), e
desenvolvimento de cloroplastos funcionais (CORTLEVEN; SCHMULLING, 2015). No
geral, a citocinina promove incrementos na capacidade fotossintética (SONG et al.,
2013). A citocinina também regula a mobilizagdo de nutrientes e fotoassimilados
(KIEBER; SCHALLER, 2014; TAIZ; ZEIGER, 2017), e esta relacionada com respostas

aos estresses bidticos e abidticos (PAVLU et al., 2018).
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Estudos mostram que a citocinina pode favorecer o perfilhamento, enchimento
de gréos e produtividade de arroz (YANG et al., 2001; JAVID et al., 2011; LIU et al.,
2011). No entanto, pouco se sabe sobre a relagdo desse hormoénio nos aspectos de
crescimento de plantas de arroz, sendo necessarios estudos que elucidem melhor a
influéncia da citocinina nesses aspectos.

Baseado nas fung¢des que a citocinina exerce na planta, admite-se a hipotese
de que, por melhorar os aspectos relacionados a fotossintese, a citocinina, aumenta
o acumulo de MS na planta, que € melhor redistribuida para as estruturas
reprodutivas, resultando em maior produtividade de grdos. Sendo assim, estre
trabalho foi realizado objetivando verificar se a aplicagdo de citocinina influencia o
acumulo de MS em plantas de arroz, por conseguinte, nas variaveis de crescimento,

e se esses aumentos refletem na produtividade de gréos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em area pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agronémicas — Unesp, Campus de Botucatu — SP (48°26'W, 22°51’S e altitude de 740
m), durante duas safras (2015/2016 e 2016/2017) em condigbes de terras altas com
irrigacéo por aspersao. O clima da regido é do tipo Cwa, caracterizado como tropical
de altitude, com inverno seco e verao quente e chuvoso, conforme a classificagao de
Koppen. Os dados climaticos referentes ao periodo em que o experimento foi
conduzido estao apresentados na Figura 1.

O solo da area experimental € do tipo NITOSSOLO VERMELHO distroférrico
(SANTOS et al., 2018). Seus atributos quimicos foram determinados na camada 0,0-
0,20 m antes da instalacdo do experimento nas duas safras, segundo metodologia
proposta por Raij et al. (2001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos atributos quimicos do solo da area experimental
referente as safras de 2015/2016 e 2016/2017
pHcacy MO Presinay S AlI** H+AI"®* K Ca Mg SB CTC V%
Safra gdm?3 mgdm3 mmolc dm’3
2015/2016 5,2 20 45 13 1 33 34 29 12 44 77 57
2015/2017 5,1 24 4 14 2 35 33 26 10 39 74 52

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com seis
repetigdes. Os tratamentos foram constituidos por doses (0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha™') de
thidiazuron, aplicadas durante a fase de perfilhamento da cultura. As doses adotadas
nesse experimento foram definidas tendo como base no trabalho de Alves et al.
(2015), visando aumentar a quantidade aplicada e encontrar a dose maxima de
resposta em produtividade.

O cultivar foi o ANa 8001, de seu porte e resistente ao acamamento, embora
possa apresentar algum problema sob condigbes de excessivo desenvolvimento
vegetativo. O potencial produtivo é de 8.000 kg ha™, sendo responsivo a novas
tecnologias, dando suporte ao estabelecimento da agricultura moderna. Tem como
caracteristicas principais: ciclo curto (107 dias até a maturagdo completa), 80 dias da
emergéncia ao florescimento, graos tipo longo fino (agulhinha), moderadamente
suscetivel a brusone (Pyricularia oryzae Cav.) (AGRO NORTE, 2015).
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Figura 1 - Dados diarios de precipitagéo pluvial, temperatura maxima e minima durante a
conducao do experimento em 2015/2016 (a) e 2016/2017 (b)
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As parcelas experimentais continham oito fileiras de plantas, com 7,0 m de
comprimento, espagadas em 0,35 m. As seis fileiras centrais foram consideradas area
util, sendo que 0,50 m da extremidade de cada fileira de plantas e as duas fileiras
externas foram consideradas bordadura e ndo foram avaliadas.

O experimento foi implantado em sistema de plantio direto. A semeadura
aconteceu no dia 17 e 21 de novembro, nas safras 2015/2016 e 2016/2017,
respectivamente, utilizando-se 200 sementes viaveis m?2. A emergéncia das plantulas
ocorreu aos seis dias apdés a semeadura. A adubacdo de semeadura consistiu da
aplicagcdo de 40 kg ha' de N (ureia), 61,6 kg ha™' de P,0Os (superfosfato simples) e
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35,2 kg ha' de K;O (cloreto de potassio) no sulco de semeadura, nas duas safras
(RAIJ et al., 1996).

Airrigacao do experimento foi realizada por sistema de aspersao convencional,
composto por duas linhas laterais e aspersores com vazédo de 1,07 m® hora™. O
momento da irrigagdo foi definido pelo método de irrigacdo de salvagdo, onde o
fornecimento de agua é realizado apenas quando as plantas apresentam sintomas de
falta de agua ao ponto de comprometer a produgéo ou quando a umidade do solo esta
em torno de 30-40% da capacidade de campo, sendo fornecido uma Iamina de 20 mm
(SILVA et al., 2007).

O controle de plantas daninhas, insetos-praga e doencas foi realizado de
acordo com as necessidades da cultura. Na adubacé&o de cobertura foi aplicado 80 kg
ha' de N, na forma de sulfato de aménio, parcelada em duas vezes (40 kg ha' e 40
kg ha'), respectivamente aos 15 (pré-perfilhamento) e 30 (perfilhamento pleno), nas
duas safras.

As amostragens foram feitas em fungéo dos estadios fenoldgicos da cultura, na
primeira e segunda safra, durante o perfilhamento (30 e 25 DAE), diferenciacao floral
(59 e 60 DAE), emborrachamento (79 e 75 DAE), florescimento (86 e 87 DAE), grao
leitoso (98 e 102 DAE) e ponto de colheita (112 e 110 DAE), respectivamente. Em
cada parcela, foram coletadas as plantas contidas em 0,30 m de linha da area util.

Nas plantas coletadas, foram contados os perfilhos (perfilhos amostra™),
descartadas as raizes e separadas as folhas verdes e colmos. Em seguida, executou-
se a leitura da area foliar do limbo (lamina foliar), com o auxilio de medidor de area
foliar modelo AAM-7, fabricado por Hayashi - Denkoh CO, mediante amostragem de
20 folhas, sendo mensurada a matéria seca das mesmas e, por comparagao com a
matéria seca total das folhas, foi encontrada a area foliar total. As partes da planta
foram separadas em folha (apenas lamina foliar), colmo (colmo + bainha) e panicula.
A matéria seca de cada 6rgéo foi determinada submetendo a secagem a 60°C, em

estufa com circulagéo forgada de ar, até atingir massa constante.
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3.2.1 Analise do crescimento

A partir dos resultados de massa de matéria seca dos 6rgaos amostrados em
0,3 m de linha, foi determinado o acumulo de matéria seca por hectare nas folhas,
colmo, paniculas e planta inteira. Os dados de area foliar e matéria seca obtidos foram
submetidos a analise de crescimento funcional no programa ANACRES, desenvolvido
por Portes; Castro Jr (1991). Os parametros da analise de crescimento estimados
foram: indice de area foliar (IAF) que € a relagdo entre a area foliar total e a area de
solo sombreada pelas folhas, taxa de crescimento da cultura (TCC), area foliar
especifica (AFE), definido como a raz&o entre a area foliar e a massa das mesmas,
taxa de crescimento relativo (TCR), sendo este a variagdo da massa seca em fungéo
da massa seca inicial num intervalo de tempo, e taxa assimilatoria liquida (TAL) que

expressa a massa seca produzida por unidade de area foliar por unidade de tempo.

3.2.2 Produtividade de gréos

Os graos presentes nas paniculas amostradas no ponto de colheita foram
separados, pesados e a massa de cada amostra convertida em kg ha™!, considerando
130 g kg™' de agua.

3.2.3 Analise estatistica

Os resultados de produtividade foram submetidos a analise de variancia a 5%
de probabilidade, e quando significativo, foi realizado regressao para o fator doses de
TDZ e teste de diferenga minima significativa de Fisher (LSD) a 5% de probabilidade
para o fator safra. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). O acumulo de matéria seca na parte aérea foi
ajustado utilizando a equacédo de Gauss de terceiro parédmetro com o auxilio do
programa SigmaPlot 12.5.
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3.3 RESULTADOS

As condi¢des climaticas durante a condugdo do experimento em 2015/2016
foram mais favoraveis ao crescimento das plantas do que em 2016/2017 (Figura 1).
Além de maior quantidade de chuvas, estas foram bem distribuidas ao longo do ciclo,
juntamente com meédias de temperaturas maximas e minimas menores, com
amplitude térmica de 13,4°C, comparado com 10°C em 2016/2017.

Em 2015/2016 o acumulo de MS nas folhas nao teve diferencas expressivas
entre os tratamentos até o florescimento (Figura 2a). Na fase de grao leitoso, o
controle apresentou o maior acumulo, 8006 kg ha™' de MS, enquanto a média das
doses de TDZ foi de 7323 kg ha™'. Entretanto, 14 dias depois, o acimulo de MS com
as doses de TDZ foram superiores, sendo possivel observar uma média de 10033 kg
ha"' onde foi aplicado citocinina, comparado a 9941 kg ha'no tratamento controle.

O pico de acumulo de MS no colmo aconteceu na fase de emborrachamento
(Figura 2b). Nesta fase observa-se superioridade das doses de TDZ, em média, 475
kg ha™' a mais que o controle. Na fase subsequentes, houve redugdo de cerca de 5540
kg ha' de MS no colmo por causa da exergdo da panicula por ocasido do
florescimento. Até o ponto de colheita os valores permaneceram por volta de 260 kg
ha™', sem nenhuma superioridade clara entre os tratamentos.

A primeira avaliagdo da panicula mostrou valores de 4356, 4459, 5275 e 5373
kg ha™' de MS para o controle e as doses 0,8, 1,6 € 2,4 g ha™' de TDZ, respectivamente
(Figura 2c). Até o ponto de colheita houve aumento exponencial da MS nas paniculas,
independente do tratamento, sendo as doses de citocinina responsaveis pelos
maiores acumulos, totalizando uma média de 8365 kg ha' de MS comparado a 7270
kg ha' da testemunha.

O ajuste da curva de acumulo de MS na parte area, apresentado na Figura 2d,
mostra que a maior taxa de crescimento aconteceu a partir da fase de
emborrachamento, e, depois da fase de gréo leitoso foi possivel observar diferenga
entre os tratamentos, sendo os maiores resultados obtidos com as doses de TDZ até
o final do ciclo da cultura.
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Figura 2 - Acumulo de matéria seca (kg ha'') nas folhas (a), colmo (b), paniculas (c) e
parte aérea (d) de plantas de arroz tratadas com thidiazuron em 2015/2016
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Em 2016/2017 o crescimento das plantas foi inferior. Tomando como base o
acumulo de MS nas folhas (Figura 3a), naquela safra houve redugéo de cerca de 40%
em relacédo a 2015/2016. Até na fase de diferenciacao floral ndo foi possivel constatar
qual dose destacou-se. No emborrachamento, o acumulo de MS nas folhas com as
doses de TDZ foi 8% maior que o controle. Aos 87 dias (florescimento) observou-se
reducédo de 443 kg ha' de MS nas folhas, cerca de 16%. Nas proximas fases, as
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plantas voltaram a acumular MS nas folhas, atingindo o final do ciclo com 6320, 6139,
5870, 5945 kg ha™! para as doses 0, 0,8, 1,6 e 2,4 g ha' de TDZ, respectivamente.

Figura 3 - Acimulo de matéria seca (kg ha') nas folhas (a), colmo (b), paniculas (c)
e parte aérea (d) de plantas de arroz tratadas com thidiazuron em 2016/2017
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O acumulo de MS no colmo acompanhou a tendéncia do que aconteceu com

as folhas até a fase de emborrachamento, onde, aos 60 dias, o controle foi maior do



73

qgue os tratamentos com citocinina, e aos 75 dias houve inversdo, com as doses de
TDZ sendo responsaveis pelos maiores resultados (Figura 3b). Diferente do que
aconteceu em 2015/2016, o pico de acumulo de MS no colmo se deu no florescimento,
com média de 5214 kg ha™'. A exergdo da panicula em 2016/2017 nao foi completa, e
além disso, ndo houve diminuicdo na MS do colmo na mesma proporg¢ao observada
em 2016. A redugcdo de MS do pico no acumulo até o ponto de colheita foi de 36%,
enquanto em 2015/2016 a reducao foi de 95%. Ao contrario de 2015/2016, no final do
ciclo as doses de citocinina promoveram resultados de MS do colmo superiores ao
controle, mostrando menor exportagdo de fotoassimilados desse 6rgdo para as
estruturas reprodutivas.

Em 2016/2017, a primeira avaliagdo das paniculas (florescimento) apresentou
valores 78% menores do que a mesma fase em 2015/2016 (Figura 3c). Os
incrementos foram crescentes do florescimento ao ponto de colheita para todas as
doses. No ponto de colheita, a MS das paniculas mostrou-se maior nos tratamentos
com TDZ, com 3194, 3412, 3624 e 3597 kg ha™' para o controle e doses 0,8, 1,6 € 2,4
g ha™' de TDZ, respectivamente.

O ajuste da curva de acumulo de MS na parte aérea ndo apresentou diferencas
consideraveis entre as doses até a fase de grao leitoso (Figura 3d). A partir dessa
fase, nota-se superioridade no tratamento com a dose de 1,6 g ha™ de TDZ, que
corresponde a dose com maior acumulo de MS na panicula.

Na primeira safra, o pico de crescimento do IAF (Figura 6a) aconteceu na fase
de grao leitoso, com a dose 0,8 g ha™' promovendo os maiores resultados, cerca de
3,08 m? de folha por m? de solo. Da fase de gréo leitoso até o ponto de colheita, houve
reducdo média dessa variavel de aproximadamente 13,5%, sendo a maior redugcao
observada com a dose 1,6 g ha™.

Os maiores valores para TCC foram observados na fase de emborrachamento
da cultura (Figura 6b). A partir dessa fase, iniciou-se decréscimo nesta variavel, saindo
de uma média de 22,2 e atingindo -18,5 g g’ m?. Da fase de emborrachamento até a
colheita, os maiores valores de TCC foram obtidos com o uso da dose 2,4 g ha™'.

Referente a TCR das plantas, houve redugao linear nos valores ao longo do
ciclo da planta (Figura 5c). Semelhantemente ao TCC, a partir do emborrachamento,
os maiores resultados foram obtidos com a dose 2,4 g ha™.



74

Figura 4 - indice de area foliar (m?2 m2) (a), taxa de crescimento da cultura (g g' m?)
(b), taxa de crescimento relativo (g g' m2) (c), taxa de assimilagao liquida (g cm dia-
) (d) e area foliar especifica (m? g') (e) de plantas tratadas com thidiazuron em
2015/2016

a) d)
3,5 15 —
3,0 -
10
2,5 |
s 5
~_ 2,0 o ©
£ o
N )
£ 15 - 5§ o
(e>]
1,0
_5 —
0,5 |
0,0 T T T T T T '10 -
30 59 7986 98 112
b) e)
30 — 0,035 —
20 0,030
0,025 —
10 o
o
= oy 0:020
- 0 N
> € 0,015
(=)
10 +
0,010 -
-20 — 0,005
30 — 0,000 T T T T T
30 59 7986 98 112
DAE
c)
0,14 —
0,12 |
0,10 | ® Oghatl
0,08 — O 0,8ghat
o
£ 0,06 V¥V 16ghat
‘o | -1
o 004 A  2,4gha
0,02 |
0,00
-0,02 |

-0,04 —~

Para a variavel TAL, novamente, as diferengcas aconteceram a partir do
emborrachamento, também com a maior dose de TDZ resultando nos maiores
valores, em média, 1,03, 1,34, 1,81 e 2,2 g cm dia' nas fases de emborrachamento,

florescimento, gréo leitoso e ponto de colheita, respectivamente (Figura 4d).
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A variavel AFE diminuiu ao longo do ciclo, sem tendéncia de diferencas entre
as doses. Na primeira amostragem, a média foi de 0,023 m? g!, e no ponto de colheita
0,004 m? g*'(Figura 4e), redugdo de 0,019 m? g™".

O IAF em 2016/2017 nao apresentou reduc¢do nos valores no final do ciclo,
diferentemente de 2015/2016 (Figura 5a). Além disso, os resultados no ponto de
colheita foram nitidamente superiores aos da safra anterior, 5,2 m? m2em 2016/2017,
comparado a 2,5 m? m? em 2015/2016. Quanto aos tratamentos, houve leve
superioridade da testemunha nas duas ultimas fases amostradas.

Assim como em 2015/2016, o pico de TCC foi obtido na amostragem realizada
na fase de emborrachamento (Figura 5b), porém, com apenas 17,6 g g'm2, 20% a
menos que na primeira safra. No florescimento iniciou-se decréscimo no TCC, sendo
o controle o tratamento com menores reducdes dessa variavel.

O valor do TCR no inicio do ciclo em 2016/2017 foi menor que em 2015/2016,
com valores de 0,09 g g™' m? (Figura 5c). O decréscimo linear até o ponto de colheita
também aconteceu, atingindo -0,027 g g”' m. Em relag&o ao uso de citocinina, a dose
0,8 g ha™ foi a que teve menores redugdes no TCR, como pode ser visto na Figura
5c, de 87 DAE até o ponto de colheita.

A variavel TAL também apresentou valores gerais inferiores em 2016/2017. O
valor maximo observado foi de, 4,8 g cm? dia”' durante o emborrachamento no
tratamento controle (Figura 5d), cerca de 50% menor que em 2015/2016. Do
florescimento até o ponto de colheita houve superioridade da dose 0,8 g ha' em

relacao as demais.
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Figura 5 - indice de area foliar (m?2 m?) (a), taxa de crescimento da cultura (g g-1 m?)
(b), taxa de crescimento relativo (g g' m?) (c), taxa de assimilag&o liquida (g cm dia-
) (d) e area foliar especifica (m? g') (e) de plantas tratadas com thidiazuron em
2016/2017

a) d)

"o

b . ;s
o 13
1S S
o

b) e)

0,034
0,032 —
0,030 —

0,028 —

m2

0,026 —

0,024 —

0,022 —

0,020 T T T T T

25 60 75 87 102110
DAE
c)
0,10 -
0,08
® Ogha?l

L %0 O 0,8ghat
v,E 0,04 V¥V 16ghat
(=]
o A 24ghat

0,02

0,00

25 60 75 87 102110
-0.02 -~ DAE

Quanto a AFE, em todas as fases fenoldgicas avaliadas, o controle apresentou
os menores resultados (Figura 5e). Dentre as doses de TDZ, a dose de 2,4 g ha™, foi

superior as demais, notadamente a partir da fase de grao leitoso.
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Assim como o crescimento, a produtividade de graos foi fortemente
influenciada pelas condigdes climaticas, resultado em grande diferenga entre as duas
safras. A safra 2015/2016, foi superior a 2016/2017, independente da dose de
citocinina, com média de 7972 kg ha' de gréos, cerca de 4559 kg a mais que
2016/2017. Analisando a resposta as doses, na primeira safra, os resultados de
produtividade ajustaram-se a equacgéo linear crescente, com diferenga de 1779 kg ha
" entre o controle e a maior dose de TDZ aplicada. Na segunda safra, os dados de
produtividade tiveram ajuste quadratico, com o ponto de maxima de 3560 kg, obtido
com a dose estimada de 1,95 g ha™' (Figura 6).

Figura 6 - Desdobramento estatistico para produtividade de gréos em fungéo de doses
de thidiazuron em 2015/2016 e 2017/2017. A interacdo entre o fator doses de
thidiazuron e safra foi significativo a 5% de probabilidade no teste F
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3.4 DISCUSSAO

Por definicdo, crescimento de planta € o aumento do volume e/ou massa da
planta com ou sem formacgao de novas estruturas, como 6rgaos, tecidos, células ou
organelas celulares (BRUKHIN; MOROZOVA, 2011), sendo esse processo
influenciado principalmente por fatores genéticos e ambientais. Partindo desse ponto,
a grande diferenga no crescimento e produtividade, observada entre as duas safras,
foi devido as diferengas climaticas entre 2015/2016 e 2016/2017, uma vez que o
mesmo cultivar (ANa 8001) foi utilizado nas duas safras.

O arroz requer temperaturas entre 20°C e 30°C para adequado crescimento e
desenvolvimento (YOSHIDA, 1981). Apesar das temperaturas em 2016/2017 estarem
mais proximas do ideal, é possivel que a baixa amplitude térmica ao longo do ciclo
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tenha afetado o crescimento da planta. Além da menor amplitude, as temperaturas
em 2016/2017 foram maiores. Pessarakli (2016) relata que exposi¢ao a temperaturas
acima das condigdes ambientais normais resulta em modificagdo da estrutura e
composi¢do da membrana dos tilacoides, reduzindo a eficiéncia da fotossintese e
como consequéncia diminuindo o acumulo de MS.

Considerando o acumulo de MS total na planta, a curva que melhor se ajustou
aos dados das duas safras foi a sigmoide (Figura 2d e 10d), corroborando com Santos;
Costa (1997) e Alvarez et al. (2012). O acumulo de MS é lento no inicio, se
intensificando a partir do perfilhamento, onde observa-se aumento gradual em altura,
desenvolvimento radicular e de folhas, alongamento dos colmos, formacédo e
ramificagdo da panicula e espiguetas (FAGERIA et al., 2011).

A MS das folhas na safra 2015/2016, além de ser maior que em 2016/2017,
nao apresentou reducdo no final do ciclo. Apesar deste resultado diferir dos
encontrados por Alvarez et al. (2012), que avaliaram o crescimento de cultivares de
arroz do tipo moderno, intermediario e tradicional, € possivel que em 2015/2016, o
alto crescimento e produtividade das plantas, exigiu que as plantas mantivessem
crescimento ativo das folhas até o final do ciclo para suprir a demanda de
fotoassimilados nas paniculas.

Em relagc&o ao colmo, a MS desse 6rgao teve pico antes do florescimento, com
reducdo em funcido da exercdo da panicula em ambas as safras. Em adi¢ao a isso, a
panicula, por sua vez, é o principal dreno da planta, tendo como fonte as folhas, colmo
e raizes da planta (YANG et al., 2006). Como em 2016/2017 a massa do colmo nao
teve reducdo na mesma proporgao que em 2015/2016, é possivel assumir que a
planta ndo foi eficiente em exportar fotoassimilados do colmo para a panicula, ou até
mesmo nao produziu estruturas reprodutivas férteis suficientes para drenar a matéria
seca do colmo. Considerando a baixa produtividade da segunda safra, € provavel que
a hipotese do menor numero de drenos seja mais aceitavel. Em consonéncia com
isso, Alvarez et al. (2012) também relatam translocagao de fotoassimilados do colmo,
bainha e folhas para a formagao da panicula.

Considerando que o acumulo de MS no arroz acontece por meio da fixagao do
CO2 em uma molécula de acido 3-fosfoglicérico (3-PGA) pela atividade da enzima
Rubisco (PESSARAKLI, 2016), é possivel inferir que em 2015/2016 esse processo foi



79

mais eficiente do que em 2016/2017, e as doses de citocinina tiveram grande
influéncia nesse aspecto, uma vez que os resultados de acumulo de MS na parte
aérea foram maiores quanto maior a dose de TDZ aplicada (Figura 2d). Estudos
mostram efeitos diretos da citocinina na atividade da Rubisco (TALLA et al., 2016),
bem como formagdo de cloroplastos, (CORTLEVEN; SCHMULLING, 2015),
condutancia estomatica (LAZOVA; YONOVA, 2010) e aumento na capacidade
fotossintética (SONG et al., 2013), reafirmando o efeito positivo do uso de TDZ no
crescimento de plantas, observados nesse estudo.

O IAF corresponde a relacéo entre a area foliar total do dossel e a area de solo
sombreada pelas folhas (BENINCASA, 2003). Este indice costuma ter redug&o no final
do ciclo por causa do aumento do numero de folhas senescentes (CAMPOS et al.,
2008; ALVAREZ et al., 2012), semelhantemente ao observado em 2015/2016. No
entanto, em 2016/2017 nao houve redugao do IAF no final do ciclo, além de valores
muito superiores aos observados por Santos; Costa, (1997) e Alvarez et al. (2012),
que avaliaram crescimento de cultivares de arroz de terras altas.

Os resultados de IAF em 2016/2017 igualam-se a resultados de cultivares de
arroz irrigado (FALQUETO et al., 2009), porém, altos valores dessa variavel nem
sempre sao desejados, uma vez que o excesso de folhas causa o auto
sombreamento, tendo como consequéncia reducdo na fotossintese (YOSHIDA,
1972).

A citocinina é considera como o horménio da juventude, responsavel por
manter a folha verde e evitar a senescéncia (KIEBER; SCHALLER, 2014; TAIlZ;
ZEIGER, 2017). Esta informagé&o ajuda explicar os resultados de IAF em 2015/2016,
onde os maiores valores de |AF no final do ciclo foram obtidos com a maior dose de
TDZ, ou seja, houve menor senescéncia das folhas.

Segundo Rossetto; Nakagawa (2001), os valores maximo de TCC s&o obtidos
no inicio do estadio reprodutivo, seguido de decréscimo com a maturagao das plantas,
em fungao da paralizagao do crescimento vegetativo, perda de folhas e senescéncia.
Este comportamento foi observado nas duas safras, com picos durante a fase de
florescimento. No entanto, em 2015/2016 a redu¢do do TCC no final do ciclo foi
superior a 2016/2017, provavelmente devido ao continuo aumento de area foliar
naquela safra. Como em 2015/2016 a dose 2,4 g ha foi responsavel pelos maiores
valores de IAF, isto também refletiu nos maiores valores de TCC na fase de

maturacao.
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A TCR reflete o aumento da matéria seca da planta num intervalo de tempo em
funcdo do tamanho inicial, com tendéncia de diminuigdo da TCR ao longo do ciclo
(FALQUETO et al., 2009), ou seja, a quantidade que uma planta jovem cresce € maior
do que quando esta esta no final do ciclo. A redugao constante do TCR foi verificada
nas duas safras, corroborando com os resultados de Falqueto et al. (2009) e Alvarez
et al. (2012).

A variavel TAL consiste na eficiéncia do sistema assimilador envolvido na
producdo de massa seca, estimando a fotossintese liquida (SANTOS; COSTA, 1997;
FALQUETO et al., 2009). O pico da TAL ¢é esperado no inicio do ciclo devido a elevada
capacidade das folhas jovens realizarem fotossintese (ANTONIAZZI|; DESCHAMPS,
2006). Nas duas safras, o pico da TAL aconteceu antes do florescimento, com redugao
até o final do ciclo. Essa redugéo aconteceu em fungédo da senescéncia de folhas mais
velhas e da planta como um todo, acompanhando o comportamento das variaveis
TCC e TCR.

De acordo com Radford (1967), a AFE reflete o inverso da espessura da folha.
Os valores maiores no inicio do ciclo, diminuindo até o ponto de colheita, observados
nas duas safras, foram devido as folhas pouco espessas, com pouca MS e area foliar.
Com o desenvolvimento da cultura, o aumento da area foliar e a MS das folhas, tem-
se a tendéncia de reducéo dessa variavel (BENINCASa, 2003).

A AFE ainda permite verificar se as plantas estdo acumulando fotoassimilados
em suas folhas ou se estes estdo sendo translocandos para outros 6rgaos (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Logo, quanto mais grossa a folha e mais MS acumulada, menor sera
o valor da AFE, considerando que na segunda safra os menores resultados foram
obtidos com o tratamento controle e os maiores com a dose 2,4 g ha' (Figura 5e),
pode-se inferir que a citocinina promoveu maior translocagdo de fotoassimilados
resultando em folhas mais finas e com menos MS.

Além dos fatores relacionados a fotossintese que influenciam no crescimento,
como atividade da Rubisco (TALLA et al., 2016), formagdo de cloroplastos,
(CORTLEVEN; SCHMULLING, 2015), condutancia estomatica (LAZOVA; YONOVA,
2010), a citocinina também exerce papel nas interagdes com estresse abiotico
(PAVLU et al., 2018), absorgao de nutrientes (SEGUELA et al., 2008; NAM et al., 2012;
SHEN et al., 2014) e mobilizagao de fotoassimilados (TAIZ; ZEIGER, 2017), fatores
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estes, que também podem ter influenciado positivamente na produtividade, além do
crescimento da planta.

Em 2016, o aumento linear na produtividade em funcéo das doses € condizente
com os resultados de crescimento das plantas, uma vez que a dose de 2,4 g ha™' foi
responsavel pelos melhores resultados em diversas variaveis de crescimento. Ja em
2017, nem sempre as doses de TDZ promoveram os melhores resultados, e como

consequéncia, a maior dose nao resultou na maior produtividade.

3.5 CONCLUSAO

A aplicacao de doses de thidiazuron influenciam positivamente o crescimento
da planta de arroz, fazendo com que esta acumule mais matéria seca nas folhas e
colmo, e exporte para a panicula no estadio reprodutivo, sendo corroborado pelas
variaveis de crescimento analisadas. Em anos com condi¢des climaticas ideais para
o cultivo e producdo do arroz, a resposta a citocinina € maior, tanto no crescimento
como na produtividade de grdos. Sob condigdes severas de estresse, a planta cresce
e produz menos, responde as doses de citocinina, porém em menor proporgao e com

limitagdo a maior dose usada neste trabalho.
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CAPITULO 4 - ALTERAGOES MORFOLOGICAS E GENETICAS DE
CULTIVARES MUTANTES DE ARROZ TRATADOS COM CITOCININA EXOGENA

Resumo

Os efeitos da citocinina nas plantas sao desencadeados por um processo de
sinalizagado que comega pela percepgéo de sinal na membrana plasmatica e vai até a
expressao geénica no nucleo celular. Nao se sabe ao certo quais componentes da
sinalizagao celular sédo influenciados pela aplicacéo de citocinina exdbgena bem como
a expressao de genes relacionados a esse hormdnio. Esse trabalho foi realizado com
o objetivo de entender melhor o mecanismo de ag&o de citocinina exdgena na rota de
sinalizagado celular desse horménio e expressdo de genes que governam as
caracteristicas responsaveis por sua acdo nas plantas. Foi realizado experimento
comparando o efeito de duas citocininas, 6-benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron
(TDZ), aplicadas quatro vezes durante a fase de perfilhamento de cultivares de arroz
com alteracbes em genes relacionados a rota de sinalizagdo celular da citocinina
(OsPHP, OsRR tipo B e OsCKX). Foi realizado também a quantificagdo da expressao
do gene OsRR4 no mutante OsHK. Todos os cultivares estudados apresentaram
aumento no conteudo de clorofilas e carotenoides, em fungdo do uso de citocinina
exdgena. Em relagao a biometria, o cultivar selvagem e o OsCKX tiveram redugao na
altura com o uso de ambas as citocininas. O numero de paniculas por planta e a
produtividade de graos tiveram incrementos nos cultivares OsPHP, OsRR tipo B e
selvagem, em reposta aos tratamentos. Quanto a expressdo do gene OsRR4, as
plantas tratadas com o TDZ, tiveram maior quantidade de expressédo desse gene em
comparagao com a BAP. O arroz mostrou-se ser extremamente resistente a altas
doses de citocinina exogena. Os resultados de expressao genica confirmam que o
uso de citocinina exdgena aumenta a sinalizacdo celular desse hormonio,
consecutivamente melhorando as caracteristicas da planta controladas pela

citocinina.
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41 INTRODUCAO

O arroz é um dos cereais mais consumidos no mundo. E cultivado nos cinco
continentes, tanto em regides tropicais como subtropicais. A Asia é o principal produtor
com mais de 80% da produgdo mundial (KRISHNAN et al., 2011), em sua maioria no
sistema irrigado. No entanto, o impacto ambiental dessa pratica e a escassez de agua
fins agricolas, impde a necessidade de um sistema de produgado sustentavel e com
baixo consumo de agua. Uma alternativa para isso envolve o cultivo de arroz no
ecossistema de terras altas, o qual utiliza apenas agua proveniente de chuvas,
podendo ter fornecimento de agua com irrigagao por aspersédo (STONE et al., 1984;
ARF et al., 2000; CRUSCIOL et al., 2006) .

A técnica de irrigagao por aspersdo no arroz de terras altas tem mostrado
excelente resultados para pequenos e meédios produtores na regidao de Cerrado
localizada no Centro-oeste brasileiro (SANTOS et al., 2006). Essa suplementagao
hidrica garante estabilidade da produgdo, mesmo com a ocorréncia de veranicos
durante o ciclo da cultura. Essa técnica permite a implementacdo de outras
tecnologias, tais como uso de altas doses de fertilizantes, cultivares com maior
exigéncia e altas densidades de semeadura (ARF et al., 2001).

A cultura do arroz tem se mostrado altamente responsiva ao uso de reguladores
de vegetais, mais notavelmente, inibidores da biossintese do acido giberélico
(NASCIMENTO et al., 2009; GITTI et al., 2011; ARF et al., 2012; ALVAREZ et al.,
2014). Recentemente, um estudo envolvendo a aplicagdo de thidiazuron, uma
citocinina sintética, em arroz de terras altas, mostrou incrementos na produtividade e
qualidade de beneficiamento dos grdos (ALVES et al., 2015).

Estudos sobre o uso de citocinina em arroz mostram que este horménio
promove incrementos na capacidade fotossintética (SONG et al., 2013), expanséao
foliar, assimilagédo de CO., condutancia estomatica, eficiéncia da enzima rubisco, e
desenvolvimento de cloroplastos funcionais (MONAKHOVA; CHERNYAD’EV, 2007,
LAZOVA; YONOVA, 2010; CORTLEVEN; VALCKE, 2012). A citocinina regula a
mobilizacdo de nutrientes e fotoassimilados (TAIZ; ZEIGER, 2017), e também esta
relacionada com respostas aos estresses biéticos e abidticos (PAVLU et al., 2018).

Utilizando técnicas de genética molecular, foi possivel elucidar o sistema de

detecgéo e sinalizag&do das citocininas nas células (FARBER et al., 2016), inclusive
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importantes componentes de sinalizagao positivos e negativos (KIEBER; SCHALLER,
2014). As citocininas ligam-se aos receptores de Histidina quinase (HK) e induzem
sua auto fosforilagdo. Em seguida as proteinas de Histidina-fosfotransferéncia (PHP)
transferem o grupo fosfato do receptor para o nucleo para fosforilar e ativar um
conjunto de fatores de transcricdo conhecidos como reguladores de resposta (RR)
tipo-B. Os RRs tipo B, depois de ativados, induzem a transcricdo de varios genes
regulados pela citocinina, incluindo genes que codificam RRs do tipo A, que por sua
vez suprimem as respostas da citocinina (HWANG et al., 2012; TSAI et al., 2012;
KIEBER; SCHALLER, 2014). Sendo assim, a possivel interagcdo entre a citocinina
exogena e genes ligados com a biossintese de citocinina na planta podem elucidar o
mecanismo de ag¢ao do TDZ em plantas de arroz e explicar os resultados positivos
encontrados em arroz de terras altas por Alves et al. (2015).

Objetivou-se com esse trabalho verificar a influéncia de doses de citocinina nos
aspectos morfologicos e genéticos de cultivares de arroz mutantes, alterados na rota
de sinalizagao celular da citocinina, tentando assim entender melhor o mecanismo de
acao do TDZ no arroz, associando com os resultados obtidos com arroz cultivado em
ecossistema de terras altas.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetagao situada no Departamento
de Biologia da Universidade da Carolina do Norte em Chapel Hill. Foram utilizadas
caixas de 14” com capacidade de 25 L contendo 15 vasos cada, onde as plantas foram

cultivadas individualmente em um sistema hidropdnico.

4.2.1 Esterilizagdo e germinagao de sementes de arroz

As sementes de arroz foram descascadas e alocadas em tubos tipo Falcon de
50 mL, estéreis. Em seguida, as sementes foram cobertas com isopropanol 100%
durante um minuto e enxaguadas com agua esterilizada. O proximo passo foi cobrir
as sementes com solugao de cloro 50% e agitar por 30 minutos a 28°C. A solugao de
cloro foi descartada e as sementes foram enxaguadas com agua estéril até o cheiro
de cloro desaparecer. As sementes foram colocadas em placa de Petri contendo disco
de papel de filtro de 85 mm e submergidas em agua. Por fim, as placas foram
incubadas a 37°C durante 24 horas e depois colocadas em camara de LED com luzes
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na faixa do espectro vermelho e azul, ficando |a até o momento ideal para transplante

no solo.

4.2.2 Definicdo da dose de citocinina

Devido a diferenga varietal e ambiente de cultivo dos cultivares brasileiros de
arroz (Oryza sativa ssp. indica) e o cultivar Kitaake (Oryza sativa ssp. japonica) foi
realizado experimento com delineamento inteiramente casualizados com quatro
repeticdes, sendo testado doses (0,01, 0,1, 1,0 e 10 mM) de citocininas no cultivar de
arroz tipo selvagem (Kitaake). Foram testadas duas citocininas, thidiazuron e 6-
Benzilaminopurina, dissolvidas em etanol 60%. As solu¢gbes de citocinina foram
aplicadas utilizando borrifador manual previamente calibrado, visando aplicar trés
mililitros por planta. As doses foram aplicadas na fase correspondente ao
perfilhamento médio das plantas. Todas as pulverizagdes foram realizadas as 10:30
da manha. O experimento foi conduzido até a maturagdo, sendo considerado a
producdo de grdos o parédmetro para a definicdo da dose ideal. Devido a auséncia
visual de resposta logo apds a aplicagdo da maior dose de citocinina, foi decidido
realizar pulverizagdes sequenciais a cada trés dias, totalizando 4 aplicagoes.

4.2.3 Descricdo dos gendtipos usados

O cultivar padréo utilizado foi arroz o Kitaake (tipo selvagem), uma variedade
Japénica, insensivel a mudancas no fotoperiodo e com ciclo de 115 dias,
aproximadamente. Os mutantes utilizados tinham rupturas nos componentes de
sinalizagao da citocinina, cada um separadamente, como descrito abaixo:

. OsHK (Histidina quinase): oshk4 e oshk4-6. Localizado na membrana
plasmatica e funciona como sensor, recebe o sinal externo e sinaliza para os
reguladores de resposta. Este mutante foi usado apenas para quantificagcdo do OsRR4
em reagdo quantitativa em cadeia da polimerase (QPCR).

o OsPHP (Proteinas de histidina-fosfotransferéncia): osphp1-2-3.
Funciona como mediador do componente duplo de fosforilagdo entre o sensor
histidina quinase e os reguladores de resposta (RRs) do tipo B. Executa importante

papel na propagacéao do sinal de transdugao da citocinina.
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o Superexpressdo do OsRR tipo B (Reguladores de resposta): osrr22-23.
Os RR tipo B séo reguladores positivos da sinalizag&o da citocinina, que controlam a
transcricdo de um subconjunto de genes regulados pela citocinina, incluindo os RRs
tipo A.

o Superexpressédo do OsCKX (Citocinina oxidase): osckx4. A CKX € uma
enzima que cliva, irreversivelmente, as cadeias laterais da citocinina, levando a perda

completa da atividade dessa substancia.

4.2.4 Analise de pigmentos fotossintéticos na folha

Para determinar os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e
carotendides) presentes no tecido foliar, trés discos de 0,5mm de didametro foram
coletados na borda e a nervura central da ultima folha totalmente expandida da planta
principal, 24 horas depois da aplicagéo de citocinina. Os discos foram colocados em
frascos de vidros tampados e cobertos com papel aluminio, contendo dois mL de N,N-
dimetilformamida (DMF) durante 24 horas, segundo a metodologia proposta por
Lichtenthaler (1987).

As leituras de absorbancia para clorofila a, clorofila b e carotendides foram
realizadas em espectrofotdbmetro no comprimentos de onda 664, 647, 480 nm,
respectivamente. As leituras foram realizadas com um mL do extrato e um mL de agua
deionizada, usando como branco a mistura de um mL de DMF mais um mL de agua.
Os calculos para determinagcdo dos pigmentos foram feitas de acordo com a
metodologia de Wellburn (1994).

4.2.5 Extracdo de RNA e analise de gPCR

Foram coletadas quatro amostras de tecido foliar por tratamento no cultivar
selvagem e nos mutantes OsHK4 e OsHK4-6. O RNA foi extraido utilizando o reagente
RNAzol® RT como descrito por Chomczynski et al. (2010). A reagdo quantitativa em
cadeia da polimerase (qPCR) foi realizada utilizando o tampap 2x PowerUp SYBR
Green (ThermoFisher Scientific, catdlogo numero A25742), em termo ciclador
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system (ThermoFisher Scientific). Foram feitas
duas réplicas técnicas para cada amostra, e a dobra de expressao génica foi calculada
usando a formula 224", O gene avaliado foi o OsRR4, responsavel pela codificagdo
de RR tipo B.
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4.2.6 Avaliagées morfologicas

A caracteristicas morfolégicas avaliadas foram: altura de plantas, medindo a
distancia média (m) da superficie do vaso até a extremidade mais alta da panicula.
Numero de paniculas, contando o numero de paniculas viaveis por vaso. Numero de
espiguetas por panicula, contando o numero total de espiguetas cheias e vazias de
cada panicula. Fertilidade das espiguetas, obtida a partir da divisdo do numero total
de espiguetas pelo numero de espiguetas cheias, multiplicado por 100. Produtividade
por planta, pela massa total de graos produzida por planta.

4.2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia a 5% de
probabilidade, e as médias foram comparadas pelo teste de diferenca minima
significativa de Fisher (LSD) a 5% de probabilidade. Todas as analises foram
realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Definicdo da dose de citocinina

As doses 1 e 10 mM de ambas as citocininas testadas tiveram os maiores
resultados para produtividade de graos (Figura14). Quando foram aplicadas as doses
de 1 e 10 mM de BAP as plantas produziram em média 25 g de arroz, cercade 4 e 6
g a mais que a meédia das duas menores doses e o controle, respectivamente. Com a
aplicacado de TDZ, as duas maiores doses resultaram na produ¢do média de 29,5 g
de arroz por planta, enquanto com as doses 0,01 e 0,1 mM, as plantas produziram
22,8 e 21,8 g, respectivamente, e o controle produziu 18 g.

A principio era esperado efeito herbicida com as doses mais altas de citocinina,
pois o TDZ é usado como desfolhante na cultura do algoddo (SUTTLE, 1985;
GORMUS et al., 2017). Mesmo com a maior dose de citocinina (10mM), o arroz
apresentou alteragdes morfologicas minimas, sugerindo certa insensibilidade ao efeito
herbicida. Logo, considerando que ndo houve diferenga entre as produtividades nas
doses 1 e 10 mM, para as duas citocininas testadas, optou-se por usar a dose 1 mM

no experimento com mutantes.
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Figura 1 - Produtividade de grdos em plantas tratadas com doses de 6-
benzialminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ)
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4.3.2 Conteudo de clorofila e carotendides na folha

Todos os cultivares testados apresentaram aumento no teor de clorofila e
carotendides em funcdo da aplicagdo citocinina. O TDZ e a BAP foram
estatisticamente iguais, exceto para os teores de carotenoides do mutante OsPHP
(Figura 3d). Onde ndo houve aplicacado de citocinina, independente do cultivar, as
plantas tiveram resultados similares, com média de 10 ug cm?' de clorofila a+b.

Os valores de clorofila e carotendides obtidos no mutante OsPHP triplo, foram
maiores que o cultivar selvagem, em média 5 e 9% para clorofila a+b e carotendides,
respectivamente (Figura 3). Segundo Mahonen et al. (2006), a PHP pode atuar como
regulador negativo da citocinina e sua expresséo é regulada negativamente em fungéo
de citocinina exdégena. Sendo assim, no mutante OsPHP, a auséncia de regulagao

negativa desse hormonio resultou no aumento da clorofila e dos carotenoides.
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Figura 2 - Teores de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila a + b (c) e carotenoides (d)
do cultivar de arroz Kitaake tratado com 6-benzialminopurina (BAP) e thidiazuron
(TDZ)
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Figura 3 - Teores de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila a + b (c) e carotenoides (d)
do cultivar mutante de arroz OsPHP tratado com 6-benzialminopurina (BAP) e
thidiazuron (TDZ)
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Em relagdo ao mutante RR Tipo B, as citocininas exdgenas promoveram
aumento médio de 44,5% da clorofila a+b e carotendides, enquanto o tipo selvagem
apresentou 23% e 30% nos mesmos pigmentos, respectivamente (Figura 4). O

conjunto de RRs do Tipo B regula a transcrigdo de genes na rota de sinalizagao da
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citocinina (KIEBER; SCHALLER, 2014), resultando na rapida indugao de genes alvo
associados a citocinina, como os responsaveis pela sintese de clorofila. Portanto, a

superexpressado dos genes RR do tipo B provavelmente aumentou da produgao de
clorofila.

Figura 4 - Teores de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila a + b (c) e carotenoides (d)
do cultivar mutante de arroz OsRR tipo B tratado com 6-benzialminopurina (BAP) e
thidiazuron (TDZ)
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Nao era esperado aumento de 65% para os teores de clorofila a+b e e 62%
para os teores de carotendides no mutante com superexpressao da CKX (Figura 5).
De acordo com Kieber; Schaller (2014), as CKX catalisam a degradagdo das
citocininas e, portanto, prevé-se que o aumento na expressdao de CKX diminua a
concentracdo de citocininas bioativas, e como consequéncia, seja reduzida a
sinalizagao desse horménio na célula. Entretanto, o OsCKX4 foi identificado como
gene de resposta primaria a citocinina, diretamente regulado pelo ARR1, um RR do

tipo B (TANIGUCHI et al., 2007), o que pode levar a efeitos contrarios inicialmente.
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Figura 5 - Teores de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila a + b (c) e carotenoides (d)
do cultivar mutante de arroz OsCKX tratado com 6-benzialminopurina (BAP) e
thidiazuron (TDZ)
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Além do mais, € possivel também que a superexpressdo da CKX nao foi
suficiente para degradar a alta concentragao de citocinina exégena (1 mM) em curto
espaco de tempo (24 horas apés a ultima aplicagdo), e os demais genes regulados
pelo RR tipo B sobressairam, como por exemplo, os genes responsaveis pela
producao de clorofila. Corroborando com isso, Cerny et al. (2013) demonstraram que
a superexpressao de CKX estimula a biossintese de citocinina. Mesmo com essas
informacdes, mais estudos sdo necessarios para confirmar a repetibilidade dos
resultados e também determinar quanto tempo a agdo da CKX consegue degradar a

citocinina exogena, diminuindo seus efeitos na planta.

4.3.3 Componentes da producédo e produtividade

O cultivar selvagem e o mutante com superexpressdo do OsCKX mostraram
reducdo na altura de plantas com a aplicagéo de citocinina (Figura 6a). A diminuigédo
da altura da planta € um dos efeitos morfoldgicos esperados pela agao da citocinina.
Segundo To; Kieber (2008) em Arabidopsis thaliana a desestiolagdo € um processo
regulado pela citocinina, e € possivel que a sinalizagdo da citocinina no meristema
apical possa agir como antagonista dos niveis de giberelina. Levando em conta que a
giberelina € o hormdnio responsavel pelo alongamento de entrends (TAIZ; ZEIGER,
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2017), é consideravel que o desbalango hormonal causado pelas doses de citocinina
possam ter refletido na diminuigdo da altura das plantas.

Outro papel fisioldgico da citocinina € o estimulo de brotagdo das gemas laterais
(TAIZ; ZEIGER, 2017). Para o arroz, esse processo reflete em maior numero de
perfilhos por planta e, consequentemente, a planta pode produzir mais paniculas.
Exceto pelo mutante OsCKX, todos os gendtipos estudados apresentaram maior
numero de paniculas com a aplicagdo de pelo menos uma das citocininas (Figura 6b).

E importante relatar que o estadio de perfilhamento desse experimento foi mais
longo que o habitual, permanecendo mesmo durante o estadio de florescimento.
Considerando que o mutante OsCKX nao apresentou diferencas no numero de
paniculas, pode-se inferir que a CKX tenha degradado a citocinina exdgena durante
o ciclo da planta, reduzindo a brotagdo das gemas que originam os perfilhos, e como
consequéncia, esse mutante ndo teve aumento no numero de paniculas. Yeh et al.
(2015) mostraram que plantas de arroz que produzem maior quantidade da enzima
CKX tem menor numero de perfilhos, corroborando com os resultados do presente
estudo.

As diferengas encontradas no numero de graos por panicula, para os mutantes
RR tipo B e OsPHP, estao relacionadas ao numero de paniculas por plantas desses
cultivares (Figura 6c¢). Yoshida (1981) afirma que o tamanho das paniculas oriundas
dos perfilhos subsequentes tendem a diminuir e como o numero de graos foi calculado
dividindo o numero total de graos por planta pelo numero de paniculas, houve diluigao
no numero de graos entre as paniculas, embora, as paniculas primarias, secundarias
e terciarias tiveram tamanho e numero de graos semelhantes aos demais cultivares.

A fertilidade das espiguetas € uma caracteristica altamente afetada por
estresse abidtico (YOSHIDA, 1981; SANTOS et al., 2006). Devido as condi¢des ideais
na casa de vegetagao onde o experimento foi conduzido, ndo foi possivel observar o
provavel efeito da citocinina em aliviar estresse, promovendo o aumento na fertilidade
das espiguetas. Em contrapartida, no trabalho de Alves et al. (2015), o uso de
citocinina promoveu aumento na fertilidade das espiguetas, porém, o experimento foi
conduzido no ecossistema de terras altas, onde € comum a ocorréncia de estresses
abidticos.

A produtividade de grados seguiu o mesmo comportamento do numero de
paniculas por planta, onde o mutante tipo B e o OsPHP triplo apresentaram respostas
positivas em fungdo das doses, enquanto o selvagem e o OsCKX nao tiveram
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diferenga significativa (Figura 6e). Fageria (2014) relata que os componentes da
producdo sdo compostos por numero de paniculas por planta, espiguetas por
panicula, fertilidade de espiguetas e massa de grdos. Assim, qualquer oscilagéo
nesses componentes pode refletir no rendimento de graos. Neste caso, plantas com
maior numero de paniculas tiveram os maiores resultados de produtividade de gréos.

Figura 6 - Altura de plantas, numero de paniculas por planta, numero de gréos por
panicula, fertilidade das espiguetas e produtividade de grdos de plantas de arroz
selvagem e mutantes (OsRR type B, OsPHP triple e OsCKX) tratados com 6-
benzialminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ)
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4.3.4 Expresséo génica do OsRR4

A aplicagédo de BAP e TDZ resultou no aumento da expressédo do gene OsRR4
no cultivar selvagem, OsHK4 e OsHK4-6 (Figura 7). Com o uso da BAP, a maior
expressdo do gene OsRR4 aconteceu no Kitaake, OsHK4 e OsHK4-6, nesta
sequéncia. Ja o TDZ proporcionou maior expressdao do gene em questdo nos
cultivares mutantes do que no selvagem. Isso confirma a superioridade do TDZ em
relacdo a BAP reportada por Meyer; Kernsh (1986).

Figura 7 - Expressédo do gene OsRR4 em de arroz do tipo selvagem, HK4 e HK4-6
tratados com citocinina exdgena. A dobra de expressédo para 6-benzialminopurina
(BAP) e thidiazuron (TDZ) € em relagao ao tratamento controle
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O sensor HK localiza-se na membrana plasmatica e é responsavel por
perceber estimulos ambientais e fosforilar o RR (KIEBER; SCHALLER, 2014). Logo,
deveria ocorrer diminuicdo da expressdo do gene OsRR4 como consequéncia da
interrupcdo dos genes OsHK. Tendo em vista que houve dobra na expressédo do
OsRR4 quando ambas as citocininas foram aplicadas, deduz-se que a aplicacéo de
citocinina afeta positivamente a via de sinalizagdo na célula, estimulando as
caracteristicas da planta governadas por esse hormonio.

As respostas positivas ou negativas a agéo da citocinina sdo desencadeadas
pela fosforilagdo do RR tipo B (SCHALLER et al., 2014). Em arroz, foram encontrados
13 diferentes RR do tipo B (Tsai et al., 2012). Tendo em vista que as caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas da citocinina na planta sdo governadas pela expresséo dos
RR do tipo B, e que a citocinina exdgena aumenta a expressédo desses genes, fica
dificil determinar exatamente quais as modificacbes na planta sdo causadas pelo
aporte externo de citocinina. Isso também explica a variabilidade de resposta nos
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pigmentos fotossintéticos, aspectos morfolégicos e produtividade de gréos

observadas entres os cultivares estudados.

4.4 CONCLUSAO

O cultivar de arroz Kitaake apresenta resisténcia a altas doses de citocinina
exogena, sendo necessarios estudos que elucidem este mecanismo de resisténcia,
bem como a persisténcia da agado dessa substdncia na planta. As diferencas
morfolégicas nos cultivares mutantes foram minimas, porém, todos tiveram efeito do
thidiazuron e 6-benzilaminopurina. A quantificagcdo da expressao do gene OsRR4
reafirma a influéncia de citocinina externa na rota celular de sinalizagdo desse
horménio, notadamente, maior com o uso de thidiazuron. Em casa de vegetagéo o
desenvolvimento da panicula n&o € influenciado como acontece em campo, o0 que
limita o efeito da citocinina em aliviar estresse abidtico e garantir estabilidade na
produtividade de graos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O fator climatico foi o responsavel pela grande diferengca observada entre os
resultados das duas safras. Mesmo com irrigagdo por aspersao néo foi possivel
garantir produtividades regulares nas duas safras, ficando claro que, além do estresse
hidrico, o estresse térmico ocasionado por altas temperaturas diminui
significativamente a produtividade de gréos. A aplicacédo de thidiazuron promove
aumento nos teores foliares de 6-benzialminopurina e trans-zeatina ribosideo, além
de ter interacdo com condigdes ambientais, aliviando efeitos de estresses abidtico,
guando estes acontecem de forma moderada. As doses de thidiazuron aumentam os
teores foliares de potassio, notadamente em anos com condicbes térmicas
desfavoraveis. Os teores de potassio na panicula também aumentam, favorecendo o
fluxo de fotoassimilados para aquele 6rgao, tendo como consequéncia, aumento na
produtividade. Por ter funcdo direta em aspectos relacionados a fotossintese, a
aplicacao foliar de citocinina acresce o acumulo de matéria seca nas folhas e colmo
da planta, auxiliando na redistribuicdo dessa matéria seca para as estruturas
reprodutivas, gerando maior massa de grdos, mesmo em anos com condi¢des
climaticas desfavoraveis para o crescimento e desenvolvimento da planta. A
expressdo do gene OsRR4 mostra que a citocinina exdgena aumenta a sinalizagao
celular desse hormdnio, em resultado a isso, manifesta-se na planta diversas
caracteristicas regidas por esse gene. De forma geral, a planta de arroz responde a
aplicacao foliar de citocinina, melhorando caracteristicas fisiologicas e nutricionais,
que por sua vez interagem positivamente com a produtividade de graos.
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