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RESUMO

Apesar de ser praticamente desconhecido da maioria da populagdo brasileira, 0 arroz
vermelho vem sendo cultivado principalmente por pequenos agricultores da Regido Nordeste
do Brasil, tendo grande importancia econdémica e social. O uso de bactérias promotoras de
crescimento vegetal pode ser uma alternativa viavel ao auxiliar no desenvolvimento de
plantas sob condi¢des de estresse, devido ao estimulo a producdo de fitohormonios e fixacao
bioldgica de nitrogénio, que atuam no sentido de reduzir os efeitos negativos que o estresse
pode causar no desenvolvimento das plantas. Com isso, objetivou-se avaliar os aspectos
bioquimicos em plantas de arroz vermelho inoculadas com Gluconacetobacter
diazotrophicus sob deficiéncia hidrica. O Experimento foi realizado com o cultivo de arroz
vermelho (gendétipo 405 EMBRAPA Meio Norte) inoculado com G. diazotrophicus e nao
inoculado, com e sem condi¢bes de restricdo hidrica, foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e 4 repeticdes, onde cada parcela foi constituida
de um lisimetro contendo 60 plantas. Foram avaliados varidveis de bioquimicas (prolina,
Peroxidacdo de lipidios e glicina betaina). Na restricdo hidrica aumentaram 0s niveis de
prolina, glicina betaina e Peroxidacdo de lipidios e ap0s a reidratacdo esses valores foram
reduzidos nas plantas inoculadas. A inoculacdo com a bactéria G. diazotrophicus, mostrou
ser uma potencial ferramenta contra o estresse hidrico em arroz vermelho.

Palavras chave: Bactéria endofitica diazotrofica, Oryza sativa L., Seca.



ABSTRACT

Despite being virtually unknown to most of the population, the red rice has been grown
mainly by small farmers in the Northeast of Brazil, with great economic and social
importance. The use of bacteria that promote plant growth can be a viable alternative to assist
in the development of plants under stress conditions due to stimulating the production of
phytohormones and biological nitrogen fixation, which act to reduce the negative effects that
stress can causing the development of the plants. It aimed to evaluate the biochemical aspects
of red rice plants inoculated with Gluconacetobacter diazotrophicus under water stress. The
experiment was carried out with the red rice cultivation (405 EMBRAPA Meio Norte
genotype) inoculated with G. diazotrophicus and not inoculated with and without water
restriction, we used a completely randomized design with 8 treatments and 4 replications,
where each plot consisted of a lysimeter containing 60 plants. They were assessed
biochemical variables (proline, peroxidation of lipids and glycine betaine). In water restriction
increased Proline, glycine betaine and peroxidation of lipids and after rehydration these values
were reduced in the inoculated plants. The inoculation with bacteria G. diazotrophicus,
proved to be a potential tool against water stress in red rice.

Key-words: Endophytic diazotrophic bacteria, Oryza sativa L., Drought.
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1. INTRODUCAO

O arroz vermelho foi introduzido no Brasil pelos portugueses no século XVI, entrando
pelo atual estado da Bahia, porém ali ndo obteve grande aceitacdo, ao contrario do estado do
Maranh&o nos dois séculos seguintes. Em 1772, por determinacdo da coroa de Portugal, que
s0 tinha interesse na producdo de arroz branco para suprir a metrépole, os agricultores foram
proibidos de plantar o arroz vermelho no Maranh&o. Por isso, a produgdo migrou para a regido
semiarida, onde ainda é encontrado, nos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte
(PEREIRA, 2002, 2004, apud BARRETO, 2012). O plantio € normalmente realizado por
pequenos agricultores, utilizando sementes nativas ou variedades tradicionais selecionadas ao
longo do tempo, caracterizadas pela variabilidade, adaptabilidade as condi¢fes de cultivo e
ampla base genética (BARRETO, 2012).

O arroz vermelho ou arroz da terra como é mais conhecido, é de porte alto, folhas
verde-claras, decumbentes e pilosas, colmos finos, alta capacidade de perfilhamento e
sementes com pericarpo avermelhado, aristas longas, altas taxas de dorméncia e debulha
natural (FONSECA et al., 2013).

A agroecologia busca avaliar os aspectos ecoldgicos, socioecondmicos e agrondémicos
de um ecossistema, procurando manté-lo sustentavel, produtivo e rentavel. Suas principais
metas sdo: desenvolvimento de uma agricultura ambientalmente sadia, economicamente
viavel, socialmente justa e culturalmente aceitavel para os usuarios de cada regido. Exigindo
uma visdo de conjunto, utilizando conceitos firmes que tragam qualidade de vida as pessoas e
ao meio ambiente (PENTEADO, 2009).
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2. REVISAO DE LITERATURA
A cultura do arroz vermelho

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) pode atender a crescente demanda de alimentos
para a populagdo como uma cultura alternativa.

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

A qualidade fisiologica de sementes é influenciada por diversos fatores durante a
producdo, os principais sdo: condi¢bes climéticas (temperatura e &gua), nutrientes e
intensidade luminosa (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Dentre o0s nutrientes, o
nitrogénio tem acado mais visivel e pronunciada (MARCOS FILHO, 2005).

Para a fixacdo biologica de nitrogénio, diversos trabalhos de selecdo de estirpes
(ZILLI et al., 2011) e de novos veiculos para formulago de inoculantes foram realizados, e os
resultados obtidos auxiliaram na ampliacdo da &rea plantada e inoculada (FERNANDES
JUNIOR et al., 2012; SILVA JUNIOR et al., 2012). A fixacao bioldgica de nitrogénio além
de apresentar baixo custo, reduz a emissdo de gases que podem promover o efeito estufa e
evita a contaminacdo dos recursos hidricos (PELEGRIN et al., 2009), pode fornecer,
biologicamente, o nitrogénio necessario as leguminosas aumentando suas produtividades, e
ainda promovendo uma economia de aproximadamente US$ 720 milhGes por ano
(HUNGRIA et al., 2011).

Pela sua habilidade em converter nitrogénio atmosféricoem amoénia, que pode ser
utilizada pela planta, as bactérias diazotroficas também sdo consideradas promotoras de
crescimento vegetal. Em raz&o de sua capacidade de sobreviver em ambientes deficientes em
nitrogénio, as bactérias diazotréficas podem enriquecer seletivamente a rizosfera, local em
gue habitam como organismos de vida livre ou estdo associadas assimbioticamente a plantas
(Dobbelaere et al., 2003).
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Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria gram-negativa, pertencente ao filo
Proteobacteria, & ordem Rhodopirillales e a familia Acetobacteraceae (KERSTERS et al.,
2006). Esta familia contém trés géneros que possuem a capacidade de fixar N atmosférico,
compreendendo sete espécies: Acetobacter nitrogenifigens, Gluconacetobacter kombuchae,
Gluconacetobacter  johannae,  Gluconacetobacter  azotocaptans,  Gluconacetobacter
diazotrophicus, Swaminathania salitolerans e Acetobacter peroxydans (DUTTA; GACHHUI,
2007).

Os processos de infeccdo e colonizacdo de raizes por G. diazotrophicus foram
inicialmente estudados em plantas micropropagadas de cana (JAMES et al., 1994; JAMES et
al., 2001) e mais tarde em Arabidopsis (COCKING et al., 2006) e mais recentemente em
plantulas de arroz (MENESES et al., 2011). Apesar da grande quantidade de informagdes
obtidas, os fatores genéticos da bactéria envolvidos no processo de coloniza¢do ainda

permanecem desconhecidos.

Células de G. diazotrophicus podem encontrar ROS ndo s6 no solo, mas também
durante o estabelecimento da interacdo com seus hospedeiros vegetais, como cana-de-aclcar e
arroz (MENESES, 2011). Esta interacdo comega com trocas de sinal complexas entre plantas
e parceiros bacterianos. Flavondides produzidos em plantas iniciam a transcricdo dos genes
bacterianos e a consequente producdo bacteriana de exopolissacarideos, que estimulam a
adesdo das bactérias sobre a raiz. Além disso, o exopolissacarideo produzido por G.
diazotrophicus, é 3 necessario para a colonizacdo bacteriana bem sucedida de tecido do
hospedeiro por meio de processos de infec¢do sobre as plantas.
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3. OBJETIVOS
Objetivo Geral

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

fase reprodutiva, inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus.

Objetivos Especificos

Mensurar reag¢des bioquimicas presentes no arroz vermelho sob restricdo hidrica em
condicdes de inoculacdo com G. diazotrophicus;
Foram avaliados os efeitos dos tratamentos de inoculacdo no arroz, em funcdo do

manejo de deficiéncia hidrica em termos ecofisiol6gicos e produtivos;
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4. METODOLOGIA

Caracterizacdo da area experimento

O presente trabalho foi realizado no Viveiro de mudas da UEPB (Figura 1), localizado
nas seguintes coordenadas: 07° 12' 42,99 de latitude Sul, 35° 54' 36,27’ longitude Oeste,
521 metros altitude, no Laboratorio de Ecofisiologia de plantas cultivadas, ECOLAB,
localizados no CAMPUS I, em Campina Grande — PB, e no Laboratério de Biologia
Molecular e Gendmica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal-RN, no

periodo compreendido entre os meses de outubro de 2014 a maio de 2015.

Caracteristicas climaticas

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

Caracteristicas edéficas
O solo utilizado foi coletado nos primeiros 20 cm do horizonte A de um solo franco-

arenoso, proveniente do municipio de Esperanca-PB. Foram feitas as anélises quimicas no
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Laboratdrio de Solos da UFCG, cujas caracteristicas estdo dispostas na Tabela 1.
Tabela 1. Valores da anélise quimica do solo da area experimental do Viveiro de mudas da
UEPB. Campina Grande/PB, 2015. *Resultado abaixo de 5mg dm -

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

Fatores em estudo e tratamentos

O experimento foi realizado com o cultivo de arroz vermelho (Oryza sativa L.)
constando de duas condicdes de inoculagdo com a bactéria endofitica G. diazotrophicus (11=
sementes ndo inoculadas e 12= sementes inoculadas), um gendtipo (405 Embrapa Meio Norte)
em plantas com diferentes condi¢des de restricdo hidrica, sendo Ul= 30-35%; U2= 50-55%;
U3= 70-75% e U4= 100% da capacidade de campo. Utilizando delineamento inteiramente
casualizados, em um fatorial 2x4, sendo 8 tratamentos com 4 repeti¢des, onde cada parcela foi
constituida de um lisimetro de drenagem, e semeadas 70 sementes por lisimetro, apds
germinadas foi feito um desbaste totalizando 60 plantas por parcela.

Os lisimetros apresentam 100 cm de comprimento, 50 cm de largura e 50 cm de
profundidade, instalando-se na base um sistema de drenagem por meio de tubulacdo e
registro; foram tratados com um impermeabilizante Tecryl D3 (para evitar eventuais
infiltracdes e vazamentos dos lisimetros) (Figura 2) preenchidos com uma camada de 5 cm de
brita, mais 5 cm de areia grossa e preenchendo-se o restante com material de solo franco-

arenoso.




16

Figura 2. Lisimetros tratados com um impermeabilizante Tecryl D3 (para evitar eventuais
infiltracGes e vazamentos dos lisimetros) e preenchidos com uma camada de 5 cm de brita.

A irrigacdo foi realizada a partir da semeadura, mantendo-se a umidade do solo
proximo a capacidade de campo. Quando as plantas estavam na fase R3 (emissdo das
paniculas), foram coletadas amostras de solo, diariamente, e medidos 0s potenciais hidrico do
solo por psicrometria, utilizando o Dewpoint Potentia Meter (WP4-T), associada a uma curva
de retencdo de agua no solo (figura 3), e determinando a quantidade de 4gua reposta ao dia em
cada nivel de restricdo hidrica, até a expanséo dos graos, maior quantidade de gréos alongados

R6 (gréos leitosos)

0,16
0,15 A
0,14 -
0,13 A
0,12 A
0,11 A
0,10 A
0,09 ~
0,08 -
0,07 A
0,06 A
0,05 ~
0,04 -
0,03 A
0,02 . T . . T . T |

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 i

Potencial Matrico (MPa)

y = 0,0492x7°3?

Umidade do Solo (cm3.cm'3)

Figura 3. Curva de retencdo de agua no solo, EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica — RJ.

Adicionalmente, ap0s o regime de restri¢do hidrica (15 dias) as plantas foram irrigadas
normalmente, tendo sido analisadas também 1 (uma) hora ap0s a reidratacéo.
Processo de Inoculagao
Na inoculacdo, foi utilizada uma estirpe selecionada de G. diazotrophicus pela suas
caracteristicas de solubilizar fésforo in vitro, producdo de AIA e reducdo de acetileno: G.
diazotrophicus PALS. A estirpe foi reativada em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio
DYGS (2 g de glicose; 1,5 g de Peptona; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g de
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KH2PO4.7H20; 0,5 g de MgS04.7H20; para 1L, pH 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al.,
1986), a 30°C sob agitacao a 150 rpm por 48 horas. Em seguida foi semeada em placas com
meio semi- especifico, LGI-P (DOBEREINER et al., 1995). Apds a verificagdo da pureza, a
estirpe foi multiplicada em tubos contendo meio DYGS nas condi¢Oes citadas anteriormente.
As células foram lavadas com solugdo salina e a densidade Optica (em 600 nm) foi ajustada
para 0,9 — 1,5 ml, onde logo apds esta ressuspensao bacteriana foi utilizada para inocular em
Erlenmayers de 250 ml, contendo 50 ml do meio DYGS a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm
por 48 horas. O numero de células viaveis foi determinado pelo método de microgota, no
respectivo meio para cada bactéria (SPENCER e RAGOUT, 2001). 15 ml do caldo
bacteriano foi adicionados em sacos de polipropileno contendo 35 g de turfa para produzir o
inoculante utilizado. Em seguida, foi homogeneizado e incubado a 30 °C por um periodo de
24 horas (fase de maturacéo).

As sementes de arroz foram umedecidas com &gua estéril e misturadas com a turfa
numa propor¢do de 250 g de inoculante para cada 20 kg de sementes de arroz (FERREIRA,
2004), (5 g de turfa, 150 g de sementes e 10 ml do meio). Em seguida as sementes inoculadas
foram colocadas para secar a sombra.

Semeadura

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

Tratos culturais

Os tratos culturais constaram de controle de plantas daninhas (tiririca) manualmente,
na medida em que surgia no interior dos lisimetros as plantas invasoras. Ndo foram
observados a ocorréncia de doencas em todo o periodo do experimento, mas constatou-se uma
praga do tipo lagarta, sendo necessario fazer uma aplicacdo do inseticida SUMIDAN, com
uma dosagem de 5ml pra 8 litros, conforme a orientacdo do fabricante.

Adubacéo
A adubacdo foi realizada com sulfato de amonio ((NH4)2S04), como fonte de

Nitrogénio (N), 18 gramas dividido em duas aplicacdes, a primeira foi apds a germinacao, e a

segunda aplicacéo foi antes do estresse hidrico, no surgimento das paniculas, diluido em agua,
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baseando-se nos dados da analise de amostras do solo, quantidades recomendadas para cultivo
de arroz (VELOSO et al., 2009). A utilizacdo de outros nutrientes ndo foram necessario,
devido o solo ja disponibilizar dessa suplementacdo, sendo este bastante rico em mateéria

organica.

Periodo de coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada depois de 15 dias que as plantas estavam sob
estresse hidrico, na fase reprodutiva. Foram coletadas duas folhas por repetigdo, com auxilio
de luvas, tesoura e envolvidas em papel aluminio, em seguida, postas no gelo e imediatamente
encaminhadas para um freezer a -80°C, para conserva-las. Uma hora apos reidratar todas as
parcelas, foram coletadas novas amostras para serem feitas analises e compara-las com as

plantas no estresse, seguindo 0 mesmo procedimento.

Controle de qualidade do inoculante utilizado
Foi realizada uma contagem do numero mais provavel (NMP) das células do

inoculante e da populacéo aderida as sementes de acordo com (DOBEREINER et al., 1995).

Estimativa do numero mais provavel (NMP) nas raizes e a nas folhas. Foi utilizada a
técnica do NMP, também de acordo com a metodologia descrita por Dobereiner et al. (1995).
A contagem foi feita na época do estabelecimento do estresse. Foram trituradas 5 g de raiz e
folhas, separadamente, lavadas no liquidificador, na presenca de 45 ml de &gua destilada
estéril e em seguida foram diluidos seriadamente ate 10-6. Logo apds, 100ul dos 4 extratos
mais diluidas foram colocados em frascos com 5 ml dos meios LGI-P. A contagem foi

realizada ap6s 7 dias de incubacéo.
Variaveis em estudo Teor de Prolina

O teor de prolina foi determinado utilizando-se 0 método de Bates et al. (1973). Para a
realizacdo do teste colorimétrico, pipetaram-se aliquotas de 1,0 mL do extrato bruto; 1,0 mL
de ninhidrina &cida; 1,0 mL de acido acético glacial. Apos banho-maria fervente por 60 min.,
resfriaram-se os frascos e efetuou-se leitura do composto colorido a 520 nm, com o auxilio do
espectrofotdbmetro de microplaca da Multiskan GO - Thermo Scientific. Como referéncia, foi

utilizada uma reta padréo com L-prolina.
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Peroxidacao de lipidios

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

ABS inespecifica (a 600 nm) descontada.

Glicina betaina

A Glicina betaina foi determinada segundo o método de Grieve e Grattan (1983). As
amostras serdo maceradas em 2 mL de agua destilada sob agitagdo constante, a temperatura
ambiente, por um periodo de 4 horas, seguindo de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos, a
25 °C. O sobrenadante foi coletado e dele retirado uma aliquota de 250 uL para a
quantificacdo de glicina betaina. Para isso, 250 pL de &cido sulfurico concentrado foram
adicionados a cada amostra, seguindo de incubacdo em banho de gelo por 1 hora. Ap6s esse
tempo, 200 pL de iodeto de potassio (a aproximadamente 8°C) foram adicionados e a
mistura incubada por 16 horas a 0 °C. As amostras foram centrifugadas a 3.500 g, por 15
minutos a 0 °C, e o residuo coletado. Em seguida, lavado por duas vezes em 2 mL de &cido
sulfarico 1 N (a aproximadamente 8 °C) e apés centrifugacdo a 3.500 g, por 5 minutos a 0
°C, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano, por meio de agitacdo
vigorosa. Apos 2,5 horas de repouso, a ABS das amostras foi obtida a 365 nm, com o
auxilio do espectrofotdmetro de microplaca da Multiskan GO - Thermo Scientific, e

para os célculos sendo utilizada uma curva padrédo de glicina betaina. Os resultados foram

expressos em mg glicina betaina g™* MS.

Anélises estatisticas

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

Controle de qualidade do inoculante utilizado

A contagem do numero de células viaveis presentes no inoculante mostrou uma

populacdo acima de 108 g'1 e a auséncia de contaminantes (Tabela 2). Alguns trabalhos
realizados na Embrapa Agrobiologia, com o intuito de selecionar o veiculo de inoculacéo

utilizando as estirpes Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. mostraram que, o nimero de

células vidveis se mantém acima de 108 g'1 por um periodo de até 180 dias apds a produgédo
(FERREIRA, 2004). Bashan (1998) recomenda que a populagdo no inoculante seja superior a

108 celulas g‘1 para se obter uma inoculacdo bem sucedida. Por outro lado, a contagem do

namero de células presentes nas sementes peletizadas mostrou uma populacao ao redor de 109

células g'1 na semente. E importante introduzir no solo um ndmero suficiente de células para
garantir uma populagdo com a capacidade de competir com 0s microorganismos nativos e

sobreviver as condi¢des adversas no solo.

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

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

Log do n° células g™*

Tratamentos Meios de | lant Semente Semente nao
cultura noculante ;nnculada inoculada
PALS5 LGI-P® 965 9,30 N.D.

Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (N&o detectada).
Estimativa do nimero mais provavel (NMP) nas raizes e nas folhas

A analise sobre o numero de bactérias diazotroficas presentes nas raizes e folhas
lavadas, avaliadas durante o estadio de desenvolvimento reprodutivo, mostrou a presenca de
bacterias diazotroficas em todos os tratamentos inoculados, porém ndo sendo detectadas nos

tratamentos controle (ndo inoculados) (Tabela 3). Em todos os tratamentos inoculados se

verificaram concentragdes de G. diazotrophicus PAI5 maiores que 105 UFC g'l. Punschke et
al. (2005), encontraram resultados similares quando quantificaram bactérias diazotréoficas em
duas variedades de arroz cultivadas no Uruguai, onde 69% das amostras de raizes

apresentaram concentragdes maiores que 105 UFC g-1. Por outro lado, Sabino (2007) néo
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encontrou diferenga no nimero de células entre os tratamentos inoculados com B. brasilense e
H. seropedicae e os ndo inoculados em plantas de arroz avaliadas nos estadios de
florescimento e maturacdo de graos.

Dentre os microorganismos com capacidade de fixar nitrogénio existem diferentes
procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas
que apresentam grande diversidade morfologica, fisioldgica, genética e filogenética
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo, particularmente na
rizosfera, estd uma grande parte das bactérias diazotroficas (WAKELIN et al., 2009).
Baldani (1996) sugere que em sistemas com solo, o controle ndo inoculado possui
populagBes nativas de bactérias diazotroficas que alcancam o mesmo nUmero que as
inoculadas. Estes resultados mostram que as populacdes submetidas as mesmas condicGes
tendem a estabilizar-se no solo. No entanto a presenca de bactérias diazotréficas nédo
necessariamente significa que a planta se beneficie da FBN ou outros mecanismos de
promocéao de crescimento vegetal.

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

Tabela 3. Estimativa do namero mais provavel (Log do n° células g'l) de G. diazotrophicus
PALS5 presentes nas raizes e folhas de plantas de arroz vermelho. Coletadas nas fases de

desenvolvimento vegetativo. Campina Grande/PB, 2015.

Tratamento Meio de Cultura Reprodutivo

Raizes Folhas
Né&o inoculado e N.D. N.D.
PALS L GLp™" 5aa+0024" 9362

"Média * desvio padrdo (n=3), ~ Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.).

N.D. (N&o detectada).
No estudo dos fatores de diferentes condicGes de restricdo hidrica (100%, 70%, 50% e

30% da capacidade de campo) e as condi¢des de inoculacdo (com e sem inoculagao) do arroz
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vermelho 405 Embrapa meio norte influenciaram, significativamente, nos resultados das
variaveis estudadas (crescimento, ecofisioldgicas, bioquimicas e produtivas) nas avaliacbes

sob estresse de 15 dias, analisados a 1% de probabilidade.

Anélises bioquimicas
Acumulo de malondialdeido (MDA)

O actmulo de malondialdeido (MDA) na peroxidacdo lipidica sofreu influéncia
conforme se diminuia a porcentagem de agua no solo e no decorrer que aumentava o nivel
de estresse hidrico tanto no arroz vermelho inoculado e ndo inoculado com G.
diazotrophicus (Figura 4), verificando uma maior quantidade de MDA no arroz néo
inoculado, principalmente a 30% de capacidade de campo.

14

HEE Nio Inoculado C.V. (%): 6,25
[ Inoculado

553 Nao Incoculado Hidratado

771 Incoculado Hidratado

- -
o a8
L 1

o
1

Malondialdeido (nmol.g"MF)

Porcentagem de Agua no Solo
Figura 4. Acumulo de malondialdeido em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob
diferentes condicdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢Ges de inoculacdo. Campina
Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias
sequidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05) (condicao de inoculagdo em cada porcentagem de dgua do solo) e médias seguidas
de letras mindsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05)

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

Observou-se ainda diferenga significativa entre os tratamentos 100%, 70%, 50% e
30% de capacidade de campo, nas plantas inoculadas e ndo inoculadas, e ap6s sofrer o

processo de reidratagcdo. Constatou-se que, quando o arroz vermelho encontrava-se em
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condicdo de 100% de capacidade de campo ndo houve diferenca significativa entre os
fatores inoculado, ndo inoculado, inoculado hidratado e ndo inoculado hidratado em relacéo
a quantidade de MDA nas células, isso mostra que a peroxidacdo de lipidios nas membranas
bioldgicas € o sintoma mais evidente de estresse oxidativo em plantas. Aos 70%, 50% e
30% de porcentagem de agua no solo teve aumento na concentragdo de MDA no arroz ndo
inoculado em relagdo ao tratamento controle, 100%, ja em plantas inoculadas houve um
decrescimo, indicando que a presenca da bactéria na planta modifica o teor de MDA, ou
seja, € produzido em menor quantidade, corroborando também os resultados observados

apos a reidratagdo principalmente em 30% de restri¢do hidrica.

Teor de prolina

Analisando a figura 5, nota-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos
de estresse hidrico, 100%, 70%, 50% e 30%, em seus respectivos fatores, quando nédo
inoculado e inoculado, nos teores de prolina. Por outro lado, ndo se diferenciando entre si
nos tratamentos de 100% e 70% da capacidade de campo para 0 arroz ndo inoculado.
Observou-se também, que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos apds as

plantas serem reidratadas mesmo quando inoculado e ndo inoculado.
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Porcentagem de Agua no Solo

Figura 5. Teor de prolina (mmol.g'lMF) em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob
diferentes condicBes de restricdo hidrica e diferentes condi¢bes de inoculagdo. Campina

Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrao da media de vinte plantas. Médias
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seguidas de letras maiusculas iguais, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05) (condicao de inoculagdo em cada porcentagem de dgua do solo) e médias seguidas
de letras mindsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05)
(porcentagens de agua do solo). C.V.(%): Coeficiente de variacao.

Houve aumento linear na atividade do teor de prolina no gendtipo de arroz vermelho
sob diferentes condicOes de restrigdo hidrica e diferentes condigdes de inoculagdo (Figura
5). A acdo desse osmorregulador foi mais intensificada quando as plantas passaram por um
déficit hidrico maior, com 30% de capacidade de campo, tanto as ndo inoculadas como
inoculadas, com o aumento gradativo na capacidade de campo, sendo o conteldo desse
aminoacido reduzido quando a disponibilidade hidrica do solo foi aumentada, por outro
lado, ndo se diferenciando entre si nos tratamentos de 100% e 70% da capacidade de campo
para o arroz nao inoculado.

Constatou-se que a bactéria talvez tenha influenciado o aumento da producdo de
prolina quando as plantas passavam por estresse hidrico, principalmente nos niveis mais
elevados como 30%, 50% e 70% de CC.

Observou-se ainda que, quando o arroz vermelho encontrava-se na situacdo de 100%
de capacidade de campo ndo houve diferenca significativa entre os fatores inoculado, néo
inoculado, inoculado hidratado e ndo inoculado hidratado. No entanto, houve diferenca
significativa entre os fatores inoculado, ndo inoculado, inoculado hidratado e ndo inoculado
hidratado para 70% da capacidade de campo, havendo insignificancia para ndo inoculado, ndo
inoculado hidratado e inoculados hidratado (Figura 5). Estando a planta em 50% e 30% da
capacidade de campo, verificou-se diferenca entre inoculado e ndo inoculado, ndo inoculado
hidratado e inoculado hidratado, ndo havendo diferenca significativa entre inoculado
hidratado e ndo inoculado hidratado, evidenciando que o acUmulo deste aminoacido nas

plantas esta relacionado com a quantidade de agua disponivel no solo.

Glicina betaina
Com relagdo a atividade da glicina betaina, observou-se acimulo com aumento da
restricdo hidrica nas plantas de arroz vermelho principalmente com 30% de CC (Figura 6),
iSso aconteceu para as plantas inoculadas e ndo inoculadas com G. diazotrophicus, talvez
tenha sido devido que, a sintese da glicina betaina é desencadeada a partir da falta de 4gua

no meio celular.
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Figura 6. Teor de glicina betaina (mmol.g‘lMF) em folhas do genotipo de arroz vermelho
sob diferentes condicdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢des de inoculacdo. Campina
Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias
seguidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05) (condicao de inoculagdo em cada porcentagem de agua do solo) e médias seguidas
de letras minlsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05)

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

As plantas ndo inoculadas principalmente aos niveis de 100%, 70% e 50% de CC
ndo se diferenciaram estatisticamente, comparando com as inoculadas o conteldo deste
osmoprotetor foi reduzido quando a disponibilidade hidrica do solo foi aumentada (Figura
6). Ja que a glicina betaina € um composto que pode desempenhar protecdo eficaz contra o
estresse, podendo ser acumulativa e ndo toxica para a planta, além de equilibrar a diferenca
osmotica em torno da célula e do citosol, atua também como o protetor das membranas dos

tilacoides que faz com que mantenha a eficiéncia da fotossintese.

Constatou-se que, com o aumento de estresse hidrico se obteve uma maior absor¢éo
de glicina betaina nas plantas inoculadas, diferindo estatisticamente dos ndo inoculados,
inoculados hidratados e ndo inoculados hidratados. No entanto, apdés uma hora da
reidratacdo das plantas de arroz vermelho foi possivel observar que houve uma
estabilizagdo no teor de glicina betaina tanto nas plantas inoculadas e ndo inoculadas com
G. diazotrophicus, havendo assim uma protecdo na estrutura celular na planta (Figura 6).
Conclui-se entdo que a bactéria possa ter exportado glicina betaina para a planta, ja que

alguns microrganismos como a propria G. diazotrophicus tem a capacidade de estimular o
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crescimento com a fixacdo bioldgica de nitrogénio, producéo de fitormonios, aumento da
produtividade.
Observou-se também que ndo houve diferenca significativa nos tratamentos apos as

plantas serem reidratados mesmo quando inoculado e nédo inoculado (Figura 6).
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CONCLUSOES

A inoculagdo com a bactéria G. diazotrophicus, mostrou ser uma potencial ferramenta
contra o estresse hidrico em arroz vermelho;

O arroz vermelho apresenta ajustes bioquimicos em funcdo da restricdo hidrica do
ambiente em que se desenvolve. No entanto, sob condi¢fes de inoculagdo com G.

diazotrophicus as condicGes de deficiéncia hidrica sdo mitigadas;

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

concentracdo dos osmoreguladores ativando a protecdo contra danos celulares;
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