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BEZERRA, Mariana Coelho. Eficiéncia de Gluconacetobacter diazotrophicus no
aumento de solutos osmoprotetores em arroz vermelho sob deficiéncia hidrica.
Lagoa Seca, Paraiba, 2014. Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais,

Universidade Estadual da Paraiba.

RESUMO

Devido aos impactos ambientais decorrentes de secas prolongadas, da escassez e
ma utilizacdo da agua de boa qualidade, a humanidade tem voltado a sua atengdo para
formas de otimizacdo do seu uso pelas plantas e para o desenvolvimento de praticas que
resultem em menor exigéncia hidrica dos cultivos. Nesse contexto, bactérias endofiticas,
como Gluconacetobacter diazotrophicus, promotoras de crescimento, podem
influenciar a tolerancia ao estresse hidrico, afetando diretamente o metabolismo das
plantas por fornecerem substancias que normalmente estariam pouco disponiveis e ou
desencadeando um fendmeno conhecido como protecdo cruzada. Pela importancia
econémica e social do arroz vermelho (Oryza sativa L.), cultivado em vaérias areas do
Semiérido brasileiro, principalmente na agricultura familiar, € necessario se estudar a
possibilidade de incremento na tolerdncia ao estresse hidrico e maior eficiéncia
nutricional das plantas, através da interacdo com G. diazotrophicus, objetivo central
deste projeto. Neste trabalho, plantas de arroz vermelho, com e sem inocula¢do com G.
diazotrophicus, foram submetidas a trés condicdes de umidade do solo (deficiéncia
hidrica): 30%, 50% e 70% da exigéncia hidrica, mais um tratamento controle
(tratamento sem restricdo de dgua). Apds o estabelecimento dos niveis de estresse, serdo
avaliados parametros bioquimicos, teores de prolina livre e Glicina-Betaina, em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica. O gendtipo 405 Embrapa Meio Norte de Arroz
vermelho mostrou um alto teor de glicina-betaina e prolina quando inoculado com G.
diazotrophicus. Esses osmoprotetores mostraram ser eficientes na avaliacdo da

indicacdo e recuperacao de plantas de arroz vermelho submetidas ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; variaveis bioquimicas; resisténcia hidrica.



BEZERRA, Mariana Coelho. Efficiency Gluconacetobacter diazotrophicus in
increased osmoprotectors solutes in red rice under water stress. Centro de

Ciéncias Agrarias e Ambientais, Universidade Estadual da Paraiba.

ABSTRACT

Due to the environmental impacts of prolonged droughts, shortages and bad use of good
quality water, humankind has turned their attention to ways of optimizing its use by
plants and the development of practices that result in lower water requirement of crops.
In this context, endophytic bacteria such as Gluconacetobacter diazotrophicus growth
promoters may influence tolerance to water stress, directly affecting plant metabolism
by supplying substances that would normally be available and little or triggering a
phenomenon known as cross-protection. The economic and social importance of red
rice (Oryza sativa L.) grown in several areas of the Brazilian semiarid region, primarily
on family farms, it is necessary to study the possibility of increasing the tolerance to
water stress and higher nutrient efficiency of plants by interaction with G.
diazotrophicus central objective of this project. In this work, red rice plants, with and
without inoculation with G. diazotrophicus, was subjected to three conditions of soil
moisture (water deficiency): 30%, 50% and 70% of the water requirement, plus a
control (no treatment restriction of water). After the establishment of stress levels,
biochemical parameters, levels of free proline and glycine-betaine will be evaluated in
plants subjected to water deficit. Genotype 405 Embrapa Meio Norte Red Rice showed
a high content of glycine betaine and proline when inoculated with G. diazotrophicus.
These osmoprotectors shown to be effective in evaluating the indication and recovery of

red rice plants subjected to drought stress.

Keywords: Oryza sativa L.; biochemical variables; water resistance.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) teve sua provavel origem no sudeste do continente
asiatico, mais especificamente na india, ha cerca de 12 mil anos (FREITAS, 2010). E
uma cultura anual, pertencente a familia Poaceae, do género Oryza, sendo de facil
adaptacdo as condicOes diferentes de solo e clima, possui um aerénquima encontrado
nas folhas, colmos e raizes onde o transporte difusivo de O, através deste tecido permite
a passagem gasosa de oxigénio das folhas para a rizosfera (GROOT et al., 2005;
HOLZSCHUH et al., 2010).

A produgéo de arroz de acordo com os dados do Instituto Rio Grandense do
Arroz (IRGA) (2013) com a safra de 2012/2013, o Brasil produziu 11, 74 milhGes de
toneladas. Se tratando da combinacdo de arroz com feijdo, prato principal dos
brasileiros, o arroz é um grande componente da seguranca alimentar e nutricional, € um
dos alimentos que apresentam um excelente balango nutricional, possuindo em sua
composi¢do amido em altas concentragcGes 90% da matéria seca, proteinas (7%), fibras,
lipidios (1% no arroz polido) e cinzas, como também minerais (28% no grdo polido),
vitaminas e acucares livres (WALTER et al., 2008).

De uma maneira geral a preferéncia pelo um tipo de arroz se da pela cultura,
pela socioeconomia e tradicdo da regido. O arroz beneficiado de pericarpo branco
atendendo as normas do Ministério da Agricultura tornou-se o favorito pelo mercado e
consumidor brasileiro sendo estes classificado comercialmente como integral, longo
fino e do tipo 1. Apesar de ser considerada uma planta espontanea em algumas regides
do pais, o arroz vermelho é bastante explorado na regido Nordeste com énfase na regido
do Vale do Pianc6 - PB e na Chapada do Apodi - RN, sendo também cultivado nos
estados de Pernambuco e Ceard, onde hd& uma grande preferéncia por sua
comercializagdo (PEREIRA, 2004).

O arroz vermelho também conhecido, como arroz da terra, arroz de Veneza
ainda é pouco estudado. E uma espécie pertencente & mesma espécie do arroz branco
(Oryza sativa L.) e caracteriza-se por apresentar ramificacfes secundéarias nas paniculas,
espiguetas persistentes no pedicelo e ligulas com até 10 mm de comprimento
(PEREIRA 2004). Possui uma substancia conhecida como proantocianinas que confere
a coloracdo vermelha aos grdos, caracteristica condicionada pelos genes Ry no
cromossomo 1 e R no cromossomo 7 (SWEENEY et al., 2006). Segundo Han (2006)

essa pigmentacdo vermelha controlada por genes predomina apenas no pericarpo,
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aparecendo no processo de maturacdo que € formado durante a dessecacdo das
sementes.

A agricultura convencional, mais precisamente 0 agronegocio se apropria de
pacotes tecnoldgicos destinados ao produtor, como a melhor opcéo de desenvolvimento,
inserindo no ambiente agricola, produtos quimicos como adubos e agrotoxicos que
causam impactos ambientais. Na chapada do Apodi, citado por Dutra (2014), o arroz
vermelho recebe essas perfeitas condigdes, esses sinais de exaustdo sdo notados em
alguns paises e locais de producdo, o que demonstra sua insustentabilidade dentro da
cadeia produtiva denotando em reducéo tanto da area produzida como na produtividade
das plantas. Na pratica isso pode ser mudado com bases agroecoldgicas de producao,
Gliessman (2000) ressalta a importancia desse modelo, e que ja vem ganhando espaco
na producdo de alimentos, assim caminhando para um agente de mudancas sociais e
ecologicas complexas. Deste modo € possivel seguir o caminho da sustentabilidade e
fazer um redesenho do agroecossistema.

O Nitrogénio atmosférico (N,) esta presente na atmosfera em torno de 70%. E
um macronutriente essencial para as planta sem relacdo aos outros elementos, pois
participa da sintese de proteinas e enzimas contribuindo para o crescimento, € 0 mais
solicitado em quantidades maiores, sendo este um fator importante em funcdo do
potencial de produtividade. A dosagem de nitrogénio (N) esta relacionada com a
estatura das plantas e na fertilidade do solo. Tem funcédo de estimular o crescimento do
sistema radicular do arroz, e consequentemente, favorece perfilhamento, aumenta o
numero de espiguetas por panicula e a porcentagem de proteina nos grdos (BUZETTI et
al, 2006). Campos et al, (2003) demonstra que a baixa disponibilidade de N dos solos é
responsavel, em grande parte, pelos baixos niveis de rendimento das culturas, uma vez
que a aplicacdo de fertilizantes pode ser onerosa face aos altos custos deste insumo.

Uma alternativa viavel para os agricultores produzirem de forma ecologicamente
correta e sustentavel € o uso de microrganismos diazotréficos por meio do qual realizam
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN). Substituindo os fertilizantes pelo processo de
FBN, o crescimento e o desenvolvimento vegetal podem ser melhorados, e, além disso,
estudos revelaram que a aplicacdo deste microrganismo em plantas de arroz, leva a
producdo de grdos com maior contetdo protéico (SILVEIRA, 2008). A FBN esta
intrinsecamente ligada a enzima nitrogenase, onde essa enzima é responsavel pela
quebra da tripla ligacdo existente entre o nitrogénio atmosférico. Segundo Silveira

(2008) a nitrogenase € uma enzima versatil composta por duas unidades basicas: uma
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unidade ferro-proteina que coleta a forca redutora e a outra unidade ferro-molibdénio,
que reduz o substrato. Para Franche et al., (2009) had uma conservagdo bastante alta por
parte dos microrganismos diazotroficos de vida livre e simbidticos em proteger essa
enzima que é sensivel ao oxigénio. Essa sensibilidade ao oxigénio promove que 0sS
microrganismos utilizem mecanismos a fim de proteger a enzima como os nodulos que
sdo estruturas diferenciadas. A FBN pode ser realizada por meio de simbioses
(formacéo de nddulos) ou endofiticas (colonizando o interior das plantas) cujo processo
é caracterizado pela capturado nitrogénio atmosférico, e disponibilizacdo em uma forma
assimilavel para as plantas.

Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) séo capazes de produzir
compostos para nutricdo e facilitar a absor¢do de nutrientes, bem como estimular o
crescimento das plantas com fitormonios, resisténcia ambiental e atuarem como agentes
de biocontrole. Bastian et al. (1998) verificaram que as bactérias Herbaspirillum
seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus, bactérias diazotroficas endofiticas
produzem giberelinas e &cido indol acético (AlA), sendo possivel explicar alguns efeitos
benéficos destas bactérias dentro da planta.

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria diazotrofica endofitica
encontrada colonizando o apoplasto de um grande nimero de plantas como cana-de-
acucar (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988) coloniza também batata-doce
(Ipomoea batatas), café (Coffea arabica), abacaxi (Ananas comosus) (BALDANI e
BALDANI, 2005) e arroz (Oryza sativa) (MENESES et al., 2011). Além da capacidade
de fixar nitrogénio em associacdo com plantas de cana (SEVILLA et al., 2001), foi
demonstrado que esta bactéria tem outras capacidades fisioldgicas interessantes tais
como a producdo de hormonios vegetais, solubilizacdo do fosfato e zinco e controle de
fitopatdégenos (SARAVANAN et al., 2007).

A interagdo entre plantas e BPCV ¢é bastante conhecida, podendo influenciar
diretamente no metabolismo das plantas, fornecendo substancias que normalmente
estariam em menor quantidade, pela absorcdo de nutrientes ou também pelo biocontrole
de patogenos (BASHAN & DE-BASHAN, 2005). A presenca de bactérias pode
também levar a producdo de substdncias osmorreguladoras pela planta e assim
mitigando a condi¢cdo de seca (DIMKPA et al., 2009). A inoculacdo dessas bactérias
podem ainda aliviar os efeitos negativos causados por estresse nas plantas, garantindo
maior fotossintese e abertura estomatica (HAN & LEE, 2005), foi constatado também,

que o tratamento com bactérias teriam melhores resultados em situacdo de restri¢do
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hidrica, por exemplo, em plantas de arroz tratadas com bactérias osmotolerantes
proporcionaram maior diferenga de massa de matéria seca entre raiz de plantas tratadas
em relacdo ao controle sem bactérias em condi¢des de menor disponibilidade de &gua,
enquanto que em situacdo de boa disponibilidade hidrica essa diferenca ndo foi
registrada (YUWONO et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo verificar as alteragcdes na quantidade de
solutos osmoprotetores (prolina livre e Glicina-betaina) em arroz vermelho inoculado

com Gluconacetobacter diazotrophicus sob restricao hidrica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area

O experimento foi realizado no Viveiro Florestal da UEPB, localizado nas
seguintes coordenadas: 07° 12' 42,99’ de latitude Sul, 35° 54' 36,27’ longitude Oeste,
521 metros altitude, e analisado no Laboratorio de Ecofisiologia de plantas cultivadas,
ECOLAB, todos localizados no CAMPUS |, em Campina Grande — PB, no periodo

compreendido entre setembro de 2013 a junho de 2014.

2.2 Disposicgéo do experimento

A pesquisa com arroz vermelho se dividiu em dois momentos, a primeira em
condicdo de casa de vegetacdo e a segunda em analises no laboratério. O experimento
consistiu dos seguintes tratamentos: inoculacdo: 11= sementes ndo inoculadas e 12=
sementes inoculadas com a bactéria endofitica G. diazotrophicus ( Colecdo de culturas
da Embrapa Agrobiologia. Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia), um genétipo
(G1= 405 Embrapa Meio Norte) em plantas sem e com diferentes condi¢des de restricdo
hidrica, sendo U1= 30-35%; U2= 50-55%; U3= 70-75% e U4= 100%, as condi¢fes de
restricdo hidrica. Resultando em um esquema fatorial de (2x4) em 8 tratamentos.
Utilizando-se o delineamento inteiramente casualizados, com 4 repeticdes, e cada
parcela constituida por um lisimetro de drenagem. Adicionalmente, ap6s o regime de
restricdo hidrica (15 dias) as plantas foram irrigadas normalmente, tendo sido analisadas
também 1 uma hora ap6s o estresse). Foram semeadas 70 sementes por lisimetro em
sulcos duplos, deixando-se apds desbaste 60 plantas por parcela, respectivamente. As
porcentagens de umidade do solo foram determinadas por psicometria, utilizando o
Dewpoint Potentia Meter (WP4-T), associada a uma curva de retencdo de agua no solo
(Figura 1), realizada na Embrapa Solos — Rio de Janeiro.
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Figura 1: Curva de retencdo de agua no solo

Os lisimetros apresentam 100 cm de comprimento, 50 cm de largura e 50 cm de
profundidade, instalados na base um sistema de drenagem por meio de tubulacdo e
registro sendo preenchidos com uma camada de 5 cm de brita, mais 5 cm de areia
grossa e preencheu-se o restante com material de solo franco-arenoso. A &rea constitui-
se de 32 unidades experimentais divididas para os tratamentos de inoculagdo e sem
inoculacdo e estresse hidricos.

O solo utilizado foi coletado nos primeiros 20 cm do horizonte A de um solo
franco-arenoso (Tabela 01).

Tabela 1. Andlise quimica da terra utilizada no experimento, UFCG — 2013.

pHem Al  Ca+tMg Ca Mg P K N M.O.
H.O

cmol, dm™ mg dm™ %
5,10 0,00 2,30 1,50 0,70 * 31,00 0,12 1,69

*Resultado abaixo de 5 mg dm™

A irrigacéo foi realizada a partir da semeadura, mantendo-se a umidade do solo
proximo a capacidade de campo. Os registros foram abertos a cada dois a trés dias para

renovacgdo da agua. Ocorreu supressdo da irrigacdo no estadio reprodutivo R3 (emisséo
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da panicula) e reinicio de irrigacdo no estadio reprodutivo R6 (gréo leitoso) (Figura 2).

As fases e os estadios do ciclo se baseardo em classificacdo de Counce et al. (2000).

57
i i
0 0 4560 TA08
Aleatio Fimal Diferoncucdo Floresaimento

Porfinamento Floww
& e - i -
-~ - r . 5 ~ : -
Fase Veogetahva Fase Reprodulivd

Figura 2: Fases e estadios reprodutivos do arroz (Fonte: LANNA et al., 2013)

2.3 Processo de Inoculagédo

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 KH,PO,.7H,0; 0,5 g de MgS0,.7H,0; para 1L, pH 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al.,
1986), a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas. Em seguida, foi semeada em placas
com meio semi-especifico, LGI-P (DOBEREINER et al., 1995). Ap6s a verificagdo da
pureza, a estirpe foi multiplicada em tubos contendo meio DY GS nas condigdes citadas
anteriormente. As células foram lavadas com solucdo salina e a densidade éptica (em
600 nm) foi ajustada para 0,9 — 1,5 ml, onde logo apos esta ressuspensao bacteriana foi
utilizada para inocular Erlenmayers de 250 ml contendo 50 ml do meio DYGS a 30 °C
sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas (figura 4). O numero de células viaveis foi
determinado pelo método de microgota, no respectivo meio para cada bactéria
(SPENCER & RAGOUT, 2001). Adicionou-se 15 ml do caldo bacteriano em sacos de
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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 maturag&o).

As sementes de arroz foram umedecidas com agua estéril e misturadas com a
turfa numa proporcdo de 250 g de inoculante para cada 20 kg de sementes de arroz
(FERREIRA, 2004). Em seguida as sementes inoculadas foram colocadas para secar a

sombra.

2.3.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado

Foi realizada uma contagem do nimero mais provavel (NMP) das células do
inoculante e da populagio aderida as sementes de acordo com (DOBEREINER et al.,
1995).

2.3.2 Periodo de coleta e 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
repeticdo, com auxilio de luvas, tesoura e envolvidas em papel aluminio, em seguida,
posta no gelo para conserva-las. Uma hora apds reidratar todas as parcelas, foram
coletadas outras amostras para serem feitas analises e compara-las com as plantas no

estresse.

2.3.3 Estimativa do nimero mais provavel (NMP) nas raizes a nas folhas

Foi utilizada a técnica do NMP de acordo com a metodologia descrita por
Ddbereiner et al. (1995). A contagem foi feita na época do estabelecimento do estresse.
Foram trituradas 5 g de raiz e folhas, separadamente, lavadas no liquidificador, na
presenca de 45 ml de agua destilada estéril e em seguida foram diluidos seriadamente
ate 10°. Logo ap6s, 100l dos 4 extratos mais diluidas foram colocados em frascos com

5 ml dos meios LGI-P. A contagem foi realizada ap6s 7 dias de incubag&o.

2.4 Variaveis bioquimicas a ser analisadas
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2.4.1 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. Como referéncia, foi realizada uma curva padrdo com L-prolina.

2.4.2 Glicina-betaina

A Glicina-betaina foi determinada segundo o método de Grieve e Grattan
(1983). As amostras foram maceradas em 2 mL de &gua destilada sob agitacdo
constante, a temperatura ambiente, por um periodo de 4 horas, seguindo de
centrifugagdo a 3.500 g por 10 minutos, a 25 °C. O sobrenadante foi coletado e dele
retirado uma aliquota de 250 uL para a quantificagdo de glicina-betaina. Para isso, 250
pL de acido sulftrico concentrado foram adicionados a cada amostra, seguindo de
incubagdo em banho de gelo por 1 hora. Apds 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.
Este foi lavado por duas vezes em 2mL de acido sulfarico 1 N (a aproximadamente
8°C) e apds 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. Apds 2,5 horas de
repouso, a ABS das amostras foi obtida a 365 nm e para os calculos foi utilizada uma
curva padréo de glicina betaina. Os resultados foram expressos em mg glicina-betaina g’
' Ms.

2.4.3 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, obtendo-se valores de
teste F e comparando-se as medias por meio de Teste Tukey a 1%, para os fatores
qualitativos; os niveis de umidade do solo, por serem de natureza quantitativa, foram

analisados por estudos de regressdo polinomial. As variaveis foram relacionadas por
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meio de correlacdo linear de Pearson. As analises foram realizadas no software
SigmaPlot versédo 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado

A contagem do numero de células viaveis presentes no inoculante mostrou uma
populacdo acima de 10° g e a auséncia de contaminantes (Tabela 2). Alguns trabalhos
realizados na Embrapa Agrobiologia, com o intuito de selecionar o veiculo de
inoculacdo utilizando as estirpes Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. mostraram
que o nimero de células viaveis se mantém acima de 102 g™ por um periodo de até 180
dias ap6s a producdo (FERREIRA, 2004). Bashan (1998) recomenda que a populagéo
no inoculante seja superior a 10° células g™ para se obter uma inoculagdo bem sucedida.
Por outro lado, a contagem do numero de células presentes nas sementes peletizadas
mostrou uma populacdo ao redor de 10° células g™* na semente. E importante introduzir
no solo um namero suficiente de células para garantir uma populacdo com a capacidade
de competir com 0s microorganismos nativos e sobreviver as condi¢cdes adversas no

solo.

Tabela 2: Contagem realizada no inoculante produzido e nas sementes inoculadas com a
estirpes G. diazotrophicus PALS5, utilizada no experimento. Campina Grande-PB, 2014.

Log do n° células g™*

Tratamentos Meios de Semente Semente nado
Inoculante . )
cultura inoculada inoculada
PALS LGI-P” 9,65 9,30 N.D.

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

A andlise sobre o nimero de bactérias diazotroficas presentes nas raizes e folhas
lavadas, avaliadas durante o estadio de desenvolvimento reprodutivo, mostrou a
presenca de bactérias diazotroficas em todos os tratamentos inoculados, porém néo
sendo detectadas nos tratamentos controle (ndo inoculados) (Tabela 3). Em todos os
tratamentos inoculados se verificaram concentracbes de G. diazotrophicus PAI5
maiores que 10° UFC g'1. Punschke et al. (2005), encontraram resultados similares
quando quantificaram bactérias diazotroficas em duas variedades de arroz cultivadas no

Uruguai, onde 69% das amostras de raizes apresentaram concentragdes maiores que 10°
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UFC g™ Por outro lado, Sabino (2007) ndo encontrou diferenca no niimero de células
entre os tratamentos inoculados com B. brasilense e H. seropedicae e 0s ndo inoculados
em plantas de arroz avaliadas nos estadios de florescimento e maturacao de graos.

Dentre 0os microorganismos com capacidade de fixar nitrogénio existem diferentes
procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-
negativas que apresentam grande diversidade morfoldgica, fisiologica, genética e
filogenética (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo,
particularmente na rizosfera, estda uma grande parte das bactérias diazotroficas
(WAKELIN et al., 2009). Baldani (1996) sugere que em sistemas com solo, o controle
ndo inoculado possui populagdes nativas de bactérias diazotréficas que alcancam o
mesmo numero que as inoculadas. Estes resultados mostram que as populagdes
submetidas as mesmas condi¢des tendem a estabilizar-se no solo. No entanto a presenca
de bactérias diazotroficas ndo necessariamente significa que a planta se beneficie da
FBN ou outros mecanismos de promogéo de crescimento vegetal.

Foi observada diferenca na populacdo de bactérias entre os tecidos de arroz
vermelho coletados sob as condicdes testadas (Tabela 3). Rouws (2010) também néo
encontrou uma tendéncia definida a respeito do comportamento das estirpes H.
seropedicae ZAE94, S. azotifigens e S. trueperi testadas durante o ciclo da cultivar de
arroz BRS Talento. Experimentos de inoculacdo de arroz com e sem adubagéo
nitrogenada mostraram que o0 ndmero de bactérias diminuiu com a idade da planta,
atingindo o equilibrio no estadio de maturacao, o que corresponde a fase final do ciclo
da cultura (BALDANI, 1996; FERREIRA, 2004).

Tabela 3. Estimativa do nimero mais provavel (Log do n° células g*) de G. diazotrophicus
PALS5 presentes nas raizes e folhas de plantas de arroz vermelho. Coletadas nas fases de
desenvolvimento vegetativo. Campina Grande-PB, 2014.

Tratamento Meio de
Cultura Reprodutivo
Raizes Folhas
Nao inoculado LGI-P™ N.D. N.D.
PAL5 LGI-P™ 544 +0.24° 5.36+0.34"

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

3.3 Parametros Avaliados
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Na Tabela 4, encontra-se o resultado da analise de variancia para o geno6tipo 405
Embrapa Meio Norte de arroz vermelho sob diferentes condigdes de restricdo hidrica
(100, 70, 50 e 30 % da capacidade de campo) e diferentes condicGes de inoculagdo (com
e sem inoculacdo). Foi constatada uma diferenca altamente significativa para as
variaveis PRO(E), GLI(E), quando analisados a 1% de probabilidade. Verificou-se,
ainda, que as plantas inoculadas e ndo inoculadas apos a reidratacdo ndo diferenciaram
(p =>0,05), PRO(R) e GLI(R), 0 mesmo aconteceu na interagéo.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para teores de Prolina livre, sob condi¢des de estresse
(PRO(E)); teores de Prolina livre, sob condicdes de reidratacdo (PRO(R)); teores de Glicina-
Betaina, sob condicBes de estresse (GLI(E)); teores de Glicina-Betaina, sob condicbes de
reidratacdo (GLI(R)) em arroz vermelho, sob duas condigdes de inoculagéo e sob quatro
manejos hidricos. Campina Grande-PB, 2014.

FV. GL. Quadrados Médios

PRO (E) PRO (R) GLI (E) GLI (R)

C.l. 1 0,0478™ 0,000332"™ 1091,6717 26,109™

% C.C. 3 0,0231" 0,00225" 532,181 40,802 "™

Cl.x%C.C. 3 0,00608 0,0000460 " 153,285 21,687™
Residuo 24 0,0288 0,00105 1,570 0,769
Total 31 0,000317 0,00104 102,766 7,485
C.V. (%) 33,12 21,82 20,52 6,12

Os resultados de Prolina livre (PRO) expressos em mmol.g™* MF e os resultados de Glicina-
Betaina (GLI) expressos em mmol.g™" MF. NS - n#o significativo; **, * - significativo a 1% e
5% de probabilidade, pelo teste F.

3.4 Prolina

Analisando a figura 2B, nota-se que houve diferenca significativa entre os
tratamentos de estresse hidrico, 100%, 70%, 50% e 30%, em seus respectivos fatores,
guando ndo 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 o
arroz nao inoculado. Observou-se também, que ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos apo6s as plantas serem reidratadas (onde, foi feita uma coleta no momento
de estresse, irrigou-se e ap6s uma hora, novamente coletou amostras) mesmo quando

inoculado e ndo inoculado.
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“As letrinhas maiores representam os tratamentos ndo inoculado, inoculado, ndo inoculado
hidratado e inoculado hidratado dentro do estresse hidrico.
As letrinhas menores representam a comparagao do tratamento entre os estresses hidricos.

Figura 2. Teores de prolina livre em folhas de arroz vermelho sob estresse de 15 dias e
reidratacdo (1 hora). Campina Grande/PB.

Constatou-se ainda que, quando o arroz vermelho encontrava-se na situacdo de
100% de capacidade de campo ndo houve diferenca significativa entre os fatores
inoculado, ndo inoculado, inoculado hidratado e 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 2B).

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
(Figura 2B). Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Dutra (2014) em
pesquisa sobre ecofisiologia e alteracdo bioquimica do arroz vermelho sob niveis de
agua no solo e cultivo organomineral, verificou que a intensificacdo do nivel de prolina
quando se aplicou a menor lamina de irrigagdo N1 (70%), ou seja, quando O arroz

passou por um déficit hidrico maior, apresentando desta forma um efeito significativo
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no arroz vermelho em funcdo dos niveis de dgua no solo (AD), resultando no acumulo
deste aminoacidos. Trabalhos como de Abdul Jaleel et al. (2007) estudando os efeitos
da prolina no arroz constatou-se sua funcdo osmoprotetora, como sendo um dos
mecanismos adaptativos dos vegetais aos inumeros efeitos causados pelos estresses
abioticos, mantendo-se o equilibrio hidrico e preservando a integridade celular de
proteinas, enzimas e membranas.

O acumulo de prolina em plantas representa uma importante resposta adaptativa
a estresses abioticos, principalmente devido a sua propriedade osmoprotetora
(CAMPOS, 2009). Segundo Kavi Kishor et al., 2005, durante situacfes de seca e alta
salinidade, o seu acumulo reduz a osmolaridade da célula, promovendo o influxo de
agua, que por sua vez promove a manutencdo do turgor necessario para a expansdo
celular e aumento da rigidez mecanica de células e tecidos. Neste caso, com 0 aumento
do estresse hidrico, verificou-se aumento nos teores de prolina quando o arroz vermelho
foi inoculado com a bactéria G. diazotrophicus, havendo um incremento de 32,9% e nao
inoculado de 18,8% (Figura 2A).

3.5 Glicina betaina

Em relacdo aos teores de glicina-betaina em arroz vermelho, observou-se uma
tendéncia semelhante, onde houve uma diferenca altamente significativa entre o0s
tratamentos de estresse hidrico em 100%, 70%, 50% e 30% para as plantas inoculadas e
ndo inoculadas. No entanto, ndo se diferenciando entre si os tratamentos de 100%,70% e
50% da capacidade de campo para 0 arroz ndo inoculado. Observou-se também que ndo
houve diferenca significativa nos tratamentos apds as plantas serem reidratados mesmo

guando inoculado e ndo inoculado (Figura 3B).
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“As letrinhas maiores representam os tratamentos ndo inoculado, inoculado, ndo inoculado
hidratado e inoculado hidratado dentro do estresse hidrico.
As letrinhas menores representam a comparagao do tratamento entre os estresses hidricos.

Figura 3: Teores de Glicina-Betaina em folhas de arroz vermelho sob estresse de 15 dias e
reidratacdo (1 hora). Campina Grande/PB.

Constatou-se que com o aumento de estresse hidrico nas plantas se teve uma
maior absorcdo de glicina-betaina nas plantas inoculadas, diferindo estatisticamente dos
ndo inoculados, inoculados hidratados e nédo inoculados hidratados (Figura 3B).

Este resultado também ocorre em plantas de arroz sob estresse salino, sendo
observado que esta cultura possui baixissima capacidade para acumular glicina-betaina
atuando com baixa intensidade na osmoprotecdo celular aos sais (CHA-UM et al.,
2006). Em pesquisas realizadas por Carlim e Santos (2009) com indicadores
fisiologicos da interacdo entre déficit hidrico e acidez do solo em cana-de-agUcar,
verificaram que a glicina-betaina contribui para o ajuste osmotico em plantas jovens de
cana-de-acucar, sob o efeito interativo dos estresses moderados de acidez (V = 55% a V
= 34,9%), em solos com baixo potencial hidrico.

Ainda em relacdo, as plantas de arroz vermelho inoculado e néo inoculado com
0 aumento do estresse, foi observado um acréscimo no teor de glicina-betaina total
tendo um incremento de 138% e 81%, respectivamente, sendo que as inoculadas

tiveram maior concentracdo desse osmoprotetor (Figura 3A).
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4, CONCLUSOES

O arroz vermelho inoculado com G. diazotrophicus constitui-se numa potencial
ferramenta para mitigacéo do estresse hidrico;

Os parédmetros avaliados, teores de prolina livre e glicina-betaina, mostraram ser
eficientes na avaliacdo da indicacdo e recuperacdo de plantas de arroz vermelho
submetidas ao estresse hidrico.
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