
 

 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAÍBA 

CAMPUS I – CAMPINA GRANDE / PB 

CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA  

LICENCIATURA PLENA EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 
GABRIEL DE SOUSA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 
 

PERFIL DE MEMÓRIA MOLECULAR NA INTERAÇÃO ARROZ/Gluconacetobacter 

diazotrophicus, SOB ESTRESSE HÍDRICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

CAMPINA GRANDE – PB 

 DEZEMBRO 2022 



 

GABRIEL DE SOUSA SILVA 
 

 

 

 

 

 

 
 

PERFIL DE MEMÓRIA MOLECULAR NA INTERAÇÃO ARROZ/Gluconacetobacter 

diazotrophicus, SOB ESTRESSE HÍDRICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 

ao Curso de Ciências Biológicas da 

Universidade Estadual da Paraíba, como 

requisito parcial à obtenção do título de 

graduação em Licenciatura em Ciências 

Biológicas. 

 

 

 

 

 

 
Orientador: Prof. Dr. Carlos Henrique Salvino Gadêlha Meneses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CAMPINA GRANDE – PB  

DEZEMBRO 2022 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Elaborada por Ana P. S. Moura - CRB - 15/945                      BC/UEPB 

 



 

 

Profa. Dra. Maria José Lima da Silva 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB) 

Profa. Dra. Nathalia Maíra Cabral de Medeiros 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB) 

GABRIEL DE SOUSA SILVA 
 

 

 

 

 

 
 

PERFIL DE MEMÓRIA MOLECULAR NA INTERAÇÃO ARROZ/Gluconacetobacter 

diazotrophicus, SOB ESTRESSE HÍDRICO 

 

 

 

 

 
Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 

ao Curso de Ciências Biológicas da 

Universidade Estadual da Paraíba, como 

requisito parcial à obtenção do título de 

graduação em Licenciatura em Ciências 

Biológicas. 

 

 
Apresentada em:  15  /  12  /  2022 

 

 
BANCA EXAMINADORA 

 

 
Prof. Dr. Carlos Henrique Salvino Gadêlha Meneses (Orientador) 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB) 
 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Aos meus pais, Sandra Maria da Silva e 

Adriano de Sousa Silva e a minha irmã, Alana 

Karinne, com eterna gratidão pelo incentivo, 

companheirismo, e amor, DEDICO. 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 – Representação do experimento...................................................................... 13 

Figura 2 – Representação metodológica do processo de inoculação............................................ 14 

Figura 3 – Transformação por bissulfito de sódio. Na transformação apenas as citosinas não 

metiladas são convertidas em uracilas e transcritas como adeninas durante a PCR. As citosinas 

metiladas permanecem inalteradas e durante a amplificação são transcritas como guaninas....... 16 

Figura 4 – Valores de expressão relativa em folhas do genótipo de arroz vermelho sob 

diferentes condições de restrição     hídrica     e     diferentes     condições     de inoculação...... 19 

Figura 5 – Valores de porcentagem de metilação em folhas do genótipo de arroz vermelho sob 

diferentes condições de restrição     hídrica     e     diferentes     condições     de inoculação... 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na análise por qPCR, específicos para cada 

gene, expressos em arroz vermelho .............................................................................................. 15 

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

estirpe G. diazotrophicus PAL5, utilizada no experimento. Campina Grande/PB, 2015....... 17 

Tabela 3 – Estimativa do número mais provável (Log do nº células g
-1

) de G. diazotrophicus 

PAL5 presentes nas raízes e folhas de plantas de arroz vermelho coletadas nas fases de 

desenvolvimento vegetativo. Campina Grande/PB, 2015.................................................... 18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................... 9 

2 OBJETIVOS............................................................................................................ 10 

2.1 Objetivo geral............................................................................................................... 10 

2.2 Objetivos específicos..................................................................................................... 10 

3 METODOLOGIA......................................................................................................... 10 

3.1 Caracterização da área experimental........................................................................ 10 

3.2 Fatores em estudo e tratamentos................................................................................. 10 

3.3 Processo de Inoculação................................................................................................. 11 

3.4 Parâmetros em estudo.................................................................................................. 12 

3.5 Análises estatísticas....................................................................................................... 14 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO................................................................................. 15 

4.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado.......................................................... 15 

4.2 Estimativa do número mais provável (NMP) nas raízes e nas folhas...................... 15 

4.3 Análises Moleculares.................................................................................................. 16 

4.3.1 Expressão Gênica.......................................................................................................... 16 

4.3.2 Porcentagem de Metilação............................................................................................ 18 

5 CONCLUSÃO.............................................................................................................. 19 

 REFERÊNCIAS............................................................................................................ 19 

 



7  

 

PERFIL DE MEMÓRIA MOLECULAR NA INTERAÇÃO ARROZ/Gluconacetobacter 

diazotrophicus, SOB ESTRESSE HÍDRICO 

Gabriel de Sousa Silva
1
 

RESUMO 

 

O Brasil é responsável por produzir anualmente cerca de 11 a 13 milhões de toneladas de arroz 

(Oryza sativa L.), um cereal de grande importância econômica, e no Nordeste brasileiro, 

destaca-se a produção do arroz vermelho. Entretanto, fatores abióticos, como o déficit hídrico 

por seca, têm influenciado de forma negativa a produção desse grão. Para minimizar os danos 

e maximizar a produção, tem-se utilizado ferramentas biotecnológicas, como bactérias 

promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e mecanismos de memória molecular. Dessa forma, 

o presente trabalho visou analisar a ativação dos mecanismos de memória em plantas de arroz 

vermelho inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus sob estresse hídrico recorrente. 

Inicialmente realizou-se a inoculação com a estirpe PAL5 de G. diazotrophicus empregando a 

cultivar 405 EMBRAPA Meio Norte de arroz vermelho, constando duas condições, sementes 

não inoculadas e sementes inoculadas, após o processo foram propagadas. Posteriormente, as 

plantas foram submetidas a três condições de estresse hídrico: o 1° sendo irrigadas diariamente, 

o 2° passando por uma deficiência hídrica por 15 dias na fase vegetativa (V3) e submetidas a 

deficiência hídrica por mais 15 dias na fase reprodutiva (R3) e o 3° as plantas foram submetidas 

a deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva (R3). Analisou-se as respostas bioquímicas 

e moleculares envolvidas no processo de defesa a seca e a interação planta-G. diazotrophicus, 

na qual a análise do padrão de metilação foi realizada utilizando a técnica da Modificação por 

Bissulfito de Sódio. A inoculação com a bactéria G. diazotrophicus mostrou-se ser uma 

potencial ferramenta contra o estresse hídrico em arroz vermelho
1
. O arroz vermelho apresenta 

ajustes bioquímicos e moleculares em função da disponibilidade hídrica do ambiente em que 

se desenvolve. No entanto, sob condições de inoculação com G. diazotrophicus as condições 

de deficiência hídrica são mitigadas. As plantas de arroz vermelho inoculadas com G. 

diazotrophicus destacam-se quanto a sua memoria molecular, com menores valores de 

metilação em genes chaves, para respostas ao estresse hídrico. 

 

Palavras-chave: Arroz vermelho; Déficit hídrico; G. diazotrophicus; Reprogramação 

Molecular. 

 

 

ABSTRACT 

 

Brazil is responsible for annually producing about 11 to 13 million tons of rice (Oryza sativa 

L.), a cereal of great economic importance, and in the Brazilian Northeast, the production of 

red rice stands out. However, abiotic factors, such as water deficit due to drought, have 

negatively influenced the production of this grain. To minimize damage and maximize 

production, biotechnological tools have been used, such as plant growth promoting bacteria 

(BPCV) and molecular memory mechanisms. Thus, the present work aimed to analyze the 

activation of memory mechanisms in red rice plants inoculated with Gluconacetobacter 

                                                      
1
 Aluno de Graduação em Ciências Biológicas na Universidade Estadual da Paraíba – Campus I. E-mail: 

Gabriel.sousa.silva@aluno.uepb.edu.br 
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diazotrophicus under recurrent water stress. Initially, inoculation was performed with the PAL5 

strain of G. diazotrophicus using the 405 EMBRAPA Meio Norte red rice cultivar, consisting 

of two conditions, non-inoculated seeds and inoculated seeds, after the process they were 

propagated. Subsequently, the plants were subjected to three conditions of water stress: the 1st 

being irrigated daily, the 2nd undergoing a water deficit for 15 days in the vegetative phase 

(V3) and subjected to water deficit for another 15 days in the reproductive phase (R3) and the 

3rd the plants were subjected to water deficit for 15 days in the reproductive phase (R3). The 

biochemical and molecular responses involved in the defense process against drought and the 

plant-G interaction were analyzed. diazotrophicus, in which the analysis of the methylation 

pattern was performed using the Sodium Bisulfite Modification technique. Inoculation with the 

bacteria G. diazotrophicus proved to be a potential tool against water stress in red rice. Red rice 

presents biochemical and molecular adjustments depending on the water availability of the 

environment in which it grows. However, under conditions of inoculation with G. 

diazotrophicus, water deficit conditions are mitigated. Red rice plants inoculated with G. 

diazotrophicus stand out in terms of their molecular memory, with lower methylation values in 

key genes for responses to water stress. 

 

Keywords: Red rice; Water deficit; G. diazotrophicus; Molecular Reprogramming. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O arroz (Oryza sativa L.) é um cereal de grande importância econômica, tornando-se 

um dos mais produzidos e consumidos no mundo, segundo a Organização das Nações Unidas 

para Alimentação e Agricultura (FAO, 2017), sendo cultivado em vários países, com destaque 

para a China, Índia, Tailândia, Vietnã, Estados Unidos, Brasil, Argentina e Uruguai (CONAB, 

2019), destacando-se por manter um papel estratégico a nível econômico e social 

(GUIMARÃES e BALDANI, 2013).  

O Brasil é responsável por produzir anualmente cerca de 11 a 13 milhões de toneladas 

de grãos de arroz, atuando como um produto de grande importância na economia nacional 

(CEOLIN et al., 2017). O arroz é cultivado em todo o país sob dois sistemas, em várzea 

(irrigado) e terras altas (sequeiro). Sabe-se que no Nordeste a aplicação do sistema de sequeiro 

é o mais utilizado, entretanto apresenta uma baixa produtividade. (EMBRAPA, 2014). 

No relatório divulgado pela Conab (2019), a safra 2018/19 apresenta estimativa nacional de área 

destinada à rizicultura na ordem de 1.759 hectares. Desse total, cerca de 76,6% (1.346,7 

hectares) corresponde ao cultivo irrigado de arroz e os outros 23,4% (412,3 hectares) estão 

relacionados ao sistema de produção em condição de sequeiro.  

No Nordeste, destaca-se a produção do arroz vermelho, anualmente cerca de dez mil 

toneladas de grãos são produzidas, principalmente nos estados da Paraíba, Rio Grande do Norte, 

Pernambuco e Ceará (EMBRAPA, 2018). Seu cultivo é exemplo da agricultura familiar e 

integração do pequeno agricultor.  

Fatores abióticos, como o déficit hídrico por seca, são uma característica típica da região 

que causam diversos tipos de estresses na planta. Os longos períodos de seca têm influenciado 

de forma negativa na produção desse grão, causando danos a planta, promovendo uma redução 

no crescimento, desenvolvimento e produtividade (OLIVEIRA, 2017). Como consequência 

ocorre modificações em sua morfologia, fisiologia, metabolismo e expressão de genes 

(WAHID et al., 2007). Desse modo, se faz necessário o uso de ferramentas tecnológicas, como 

biotecnologia, para minimizar os danos causados pelo estresse hídrico e maximizar a produção. 

Os níveis de estresses causados pelos fatores abióticos podem ser reduzidos através de 

microrganismos, como a interação planta/bactéria, que coloniza a planta, estimula o 

crescimento e aumenta a produtividade (SAHARAN; NEHRA, 2011). Tais bactérias são 

conhecidas como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).  

A Gluconacetobacter diazotrophicus - bactéria promotora do crescimento vegetal - 

destaca-se por proporcionar o crescimento do vegetal por meio da biossíntese de fitormônios, 

produzindo auxinas, giberelinas e ácido indol acético (AIA). Além da capacidade de fixar 

biologicamente o nitrogênio nas plantas, atuam como solubilizadoras de nutrientes no solo, 

produzem bacteriocina que atua no mecanismo de defesa contra fitopatógenos (REIS et al., 

2000; BERTALAN et al., 2009). A presença dessas bactérias pode também levar à produção 

de substâncias osmorreguladoras pela planta e atuar de forma sinérgica, colaborando na 

tolerância à seca (FILGUEIRAS et al., 2019).  

Em resposta ao estresse abiótico observa-se que as plantas modificam sua morfologia, 

fisiologia, metabolismo e expressão de genes, passando por uma reprogramação celular com 

alterações na expressão e no acúmulo de transcritos de muitos genes, eventos que podem ficar 

fixados de forma molecular nos vegetais (WAHID et al., 2007; HASHIGUCHI et al, 2010; 

KAVAR et al., 2007). Como resposta ao estresse, o vegetal produz componentes não 

enzimáticos, dentre os quais se destacam o ascorbato, glutationa, β-caroteno e o α-tocoferol. 

Tais antioxidantes podem evitar a formação de radicais livres, sequestra-los ou promover sua 

degradação, prevenindo a ocorrência de danos às células das plantas.  

Tais modificações aclimatizam as plantas, por meio de um processo adaptativo 

denominado memória de estresse, que é uma pré-exposição (priming) de diferentes tipos ou 
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recorrência de estresse que altera as respostas subsequentes, exibindo uma ativação mais rápido 

e/ou mais forte das várias vias de resposta, preparando a planta para estresses futuros 

(RAMIREZ et al., 2015; LIU et al., 2014).  

Nesse sentido, estudos que tem como intuito compreender os mecanismos tolerantes ao 

déficit hídrico, podem ser apontados como uma alternativa para aumentar a produtividade do 

arroz vermelho, sem aumento de custo na produção. 
 

 

2 OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 Analisar a ativação dos mecanismos de memória em plantas de arroz vermelho 

inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse hídrico. 
 

2.2 Objetivos específicos 

 Testar o desempenho das respostas moleculares de plantas de arroz vermelho inoculadas 

com 

G. diazotrophicus sob déficit hídrico recorrente; 

 Avaliar a regulação da expressão dos genes chaves, envolvidos nas vias de resposta ao 

estresse hídrico, em plantas de arroz vermelho inoculadas por G. Diazotrophicus. 

 

 

3. METODOLOGIA 

 

3.1 Caracterização da área experimental 

O presente trabalho foi realizado na casa de vegetação, localizado no Campus I da 

UEPB, pertencente ao Laboratório de Biotecnologia Vegetal, em Campina Grande – PB, no 

período compreendido entre os meses de fevereiro de 2021 a novembro de 2021. 

 

3.2 Fatores em estudo e tratamentos 

O experimento foi realizado com a cultivar 405 EMBRAPA Meio Norte de arroz 

vermelho (Oryza sativa L.) constando de duas condições de inoculação com a bactéria 

endofítica G. diazotrophicus (I1= sementes não inoculadas e I2= sementes inoculadas) e três 

momentos de restrição hídrica (M1= plantas irrigadas diariamente a 100% da capacidade de 

campo (I); M2= plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva (R3) 

(SV) e M3= plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase vegetativa (V3) e 

submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva (R3) (SVR). Utilizando 

delineamento inteiramente casualizados, em um fatorial 2x3, sendo 6 tratamentos com 5 

repetições, onde cada repetição foi composta por 10 plantas, resultando em 30 unidades 

experimentais. 

 

Figura 1. Representação do experimento. 
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Fonte: De autoria própria. 

 
3.3 Processo de Inoculação 

 
A inoculação foi realizada utilizando a estirpe PAL5 de G. diazotrophicus. 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 KH2PO4.7H2O; 0,5 g de MgSO4.7H2O; para 1L, pH 6,8 

(RODRIGUEZ NETO et al., 1986), a 30 ºC sob agitação a 150 rpm por 48 horas. Em seguida 

foram semeadas em placas com meio semi-específico, LGI-P (DÖBEREINER et al., 1995).  

Após a reativação a estirpe passou por verificação de pureza e posteriormente, 

multiplicadas em tubos contendo meio DYGS nas condições citadas anteriormente. Em seguida 

as estirpes foram lavadas com solução salina e a densidade óptica (em 600 nm) ajustada para 

0,9 – 1,5 ml, e após foi utilizado a ressuspensão bacteriana para inocular em Erlenmayers de 

250 ml, contendo 50 ml do meio DYGS a 30 ºC sob agitação a 150 rpm por 48 horas.  

Dessa forma, o número de células viáveis foi determinado utilizando método de 

microgota, no respectivo meio para cada bactéria (SPENCER e RAGOUT, 2001). Em seguida, 

foi adicionado 15 ml do caldo bacteriano em sacos de polipropileno contendo 35 g de turfa para 

produzir o inoculante utilizado. Em seguida, o inoculante foi homogeneizado e incubado a 30 

°C por um período de 24 horas (fase de maturação).  

As sementes de arroz foram umedecidas com água estéril e misturadas com a turfa numa 

proporção 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 à sombra.  

Os vasos utilizados no experimento foram de 50 L, instalando-se um sistema de 

drenagem por meio de tubulação e registro; foram preenchidos com uma camada de 5 cm de 

brita, areia grossa e preenchendo com material de solo franco-arenoso. Houve adubação de 

fundação, baseando-se nos dados da análise de amostras do solo, inclusive, com incorporação 

de matéria orgânica, nas quantidades recomendadas para cultivo de arroz (FREITAS et al., 

2008).  
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Figura 2. Representação metodológica do processo de inoculação. 

 

 

 

 

 
 

Fonte: De autoria própria. 

 

 

3.4 Parâmetros em estudo  

 

 Parâmetros Moleculares 

 

As variáveis moleculares avaliadas foram a expressão relativa de genes relacionados a 

defesa vegetal contra a seca e análise do padrão de metilação dos mesmos genes de acordo com 

Portinho (2015).  

Para análise de expressão, amostras foliares foram coletadas, mantidas em nitrogênio 

líquido e, em seguida, armazenadas em ultra freezer (-80 °C). Posteriormente, foi realizada a 

extração de RNA das amostras coletadas, por meio da utilização do kit de extração Pure 

Link
®
 RNA Mini Kit (Ambion®) de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA 

total foi extraído a partir de um pool de 10 plantas, de diferentes repetições, a fim de aumentar 

a eficiência no isolamento de sequências expressas, mRNA, relacionadas às respostas do 

processo de defesa.  

Após as extrações do RNA total, as amostras foram quantificadas via espectrofotometria 

no aparelho Nano Vue Plus™ (GE Healthcare), e a análise da integridade do RNA foi verificada 

por eletroforese em gel desnaturante com concentração de 1% de agarose. As amostras de RNA 

com razão 260/280 nm entre 1,8 e 2,0 foram utilizadas na síntese do cDNA por transcrição 

reversa a partir de 400 ng. µl 
-1

 de RNA total, utilizando o kit SuperScript TM II RT da 

Invitrogen.  
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A expressão dos genes selecionados foi avaliada por PCR em tempo real (qPCR) com 

o Kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) usando termociclador iCycler 

(Applied Biosystems). Cada reação de PCR continha 12,5 µL de Master mix SYBR Green 2X, 

1mM de oligonucleotídeos específicos para cada gene, conforme a Tabela 1, e quantidades 

apropriadas de cDNA em uma reação com volume total de 25 µL. Os sistemas da reação de 

qPCR foram aquecidos a 95°C por 3 min e em seguida por 40 ciclos com passos de 95°C por 

30 s, 60°C por 30 s, 60°C por 30 s. O método 2
-CT foi empregado para a quantificação relativa 

do cDNA e o gene UBQ5 (ubiquitina) foi utilizado como controle endógeno. Os resultados 

corresponderam à média de ensaios em triplicata e três repetições biológicas.  

Para análise de metilação do DNA das sequencias genicas acima citadas foi utilizada a 

t cnica da  odifica  o por  issulfito de   dio   nde, depois de e tra do,     ng de g    

foram modificados por bissulfito de s dio, utili ando  eth l    r    isulfite  onversion 

Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo o protocolo sugerido pelo 

fabricante   urante a rea  o, o bissulfito de s dio alterar  seletivamente as citosinas n o 

metiladas, convertendo-as em uracilas, enquanto as citosinas metiladas permanecem sem reagir 

(Figura 1). Os DNAs convertidos foram ressuspensos em tamp o TE (10 mM Tris-HCl, pH 8 - 

8,5, com EDTA 1 mM) em volume final de 40 μL e armazenados a 4 °C. 

 
Tabela 1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na análise por qPCR, específicos para cada gene, expressos 

em arroz vermelho. 

 
 

Nome do gene Sequência Referência 

 

Sod1 

Senso CTGATGATCTTGGAAAGGGTGG 

Anti- Senso GTGCTGGGAGATGGAAGGT 
Rossatto et al. (2017) 

 

Gor 

Senso CACCTGTTGCACTGATGGAG 

Anti- Senso GTTCACTCAAGCCCACTACTG 
Rossatto et al. (2017) 

 

Cat 

Senso GACAAGGAGAACAATTTCCAACAG 

Anti- Senso AGTAGGAGATCCAGATGCCAC 

Rossatto et al. (2017) 

 

Apx 

Senso GTTGGTCTGGTCATCGAAGATT 

ACCACTTCGACCGCCACTACT 

Anti- Senso CATTCTCAGTAGCCATCTCCC 

Rossatto et al. (2017) 

 

UBQ10 

Senso TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG 

Anti- Senso GCACCACAAATACTTGACGAACAG 
Rossatto et al. (2017) 
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Fonte: FILGUEIRAS et al. (2019). 

 

 
Figura 3. Transformação por bissulfito de sódio. Na transformação apenas as citosinas não metiladas são 

convertidas em uracilas e transcritas como adeninas durante a PCR. As citosinas metiladas permanecem 

inalteradas e durante a amplificação são transcritas como guaninas. 

 

 

 

 

Fonte: PORTINHO (2015). 

 
O padrão de metila  o dos genes foi analisado pelo sistema COBRA (COmbined 

Bisulfite Restriction Analysis) que combina a modifica  o por bissulfito, a amplifica  o da 

regi o de interesse por PCR e digestão por enzimas de restrição específicas (New England 

Biolabs, Beverly, MA, EUA). As análises foram realizadas em triplicata em todas as 

amostras. Inicialmente, 6 ng de DNA modificados por bissulfito foram amplificados em rea  o 

contendo: Go Taq Green Master Mix (Promega Corporations, Madison, WI, EUA), 10 mM de 

cada conjunto de primers (Tabela 1) e água RNAse free para completar o volume final.  

Posteriormente, metade dos produtos de amplificação foram digeridos por enzimas de 

restrições. Estas enzimas reconhecem regiões espec ficas do DNA clivando-o. Na 

transformação apenas as citosinas não metiladas são convertidas em uracilas e transcritas como 

adeninas durante a PCR. As citosinas metiladas permanecem inalteradas e durante a 

amplificação são transcritas como guaninas. A outra parte foi submetida as mesmas condições 

das soluções digeridas, porém sem enzima. Padrões comerciais (EpiTect® - PCR control DNA 

set, QIAGEN, Mississauga, ON, CA), com níveis de metila  o de 0% e 100%, estiveram 

presentes em cada uma das reações sendo sujeitos as mesmas condições as quais as amostras 

foram submetidas. Estes controles foram incluídos em triplicata em cada experimento. 

 

3.5 Análises estatísticas 

Os dados das variáveis de resposta obtidos foram submetidos à análise de variância 

pelo teste (F) a 5% de probabilidades. Para as variáveis significativas (p < 0,05), foi aplicado 

teste de comparação de médias (Teste de Tukey). As análises estatísticas e preparo dos 

gráficos foram realizadas utilizando o software SIGMAPLOT 11.0 (SYSTAT SOFTWARE 

INC., 2008). 



15  

 

4. Resultados e Discussão 

4.1. Controle de qualidade do inoculante utilizado 

 

A contagem do número de células viáveis presentes no inoculante mostrou uma 

população acima de 10
8
 g

-1
 e ausência de contaminantes (Tabela 2). Alguns trabalhos realizados 

na Embrapa Agrobiologia, com o intuito de selecionar o veículo de inoculação utilizando as 

estirpes Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp. mostraram que, o número de células viáveis 

se mantém acima de 108 g-1 por um período de até 180 dias após a produção (FERREIRA, 

2004). Bashan (1998) recomenda que a população no inoculante seja superior a 108 células g- 

1 para se obter uma inoculação bem sucedida. Por outro lado, a contagem do número de células 

presentes nas sementes peletizadas mostrou uma população ao redor de 109 células g-1 na 

semente. É importante introduzir no solo um número suficiente de células para garantir uma 

população com a capacidade de competir com os microrganismos nativos e sobreviver às 

condições adversas no solo. 

 

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

G. diazotrophicus PAL5, utilizada no experimento. Campina Grande/PB, 2015. 

 
 

Log do nº células g-1
 

Tratamentos Meios de 

cultura 
Inoculante 

Semente 

inoculada 

Semente não 

inoculada 

PAL5 LGI-P*
 9,65 9,30 N.D. 

*
Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (Não detectada) 

 

 
4.2 Estimativa do número mais provável (NMP) nas raízes e nas folhas 

 

A análise sobre o número de bactérias diazotróficas - bactérias capazes de fixar azoto 

molecular (N2) - presentes nas raízes e folhas lavadas, avaliadas durante o estádio de 

desenvolvimento reprodutivo, mostrou a presença de bactérias diazotróficas em todos os 

tratamentos inoculados, porém não sendo detectadas nos tratamentos controle (não inoculados) 

(Tabela 3). Em todos os tratamentos inoculados se verificaram concentrações de G. 

diazotrophicus PAl5 maiores que 105 UFC g-1. Punschke et al. (2005), encontraram resultados 

similares quando quantificaram bactérias diazotróficas em duas variedades de arroz cultivadas 

no Uruguai, onde 69% das amostras de raízes apresentaram concentrações maiores que 10
5
 

UFC g
-1

. Por outro lado, Sabino (2007) não encontrou diferença no número de células entre os 

tratamentos inoculados com B. brasilense e H. seropedicae e os não inoculados em plantas de 

arroz avaliadas nos estádios de florescimento e maturação de grãos.  

Dentre os microrganismos com capacidade de fixar nitrogênio existem diferentes 

procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas 

que apresentam grande diversidade morfológica, fisiológica, genética e filogenética 
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(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo, particularmente na rizosfera, 

está uma grande parte das bactérias diazotróficas (WAKELIN et al., 2009). Baldani (1996) 

sugere que em sistemas com solo, o controle não inoculado possui populações nativas de 

bactérias diazotróficas que alcançam o mesmo número que as inoculadas. Estes resultados 

mostram que as populações submetidas às mesmas condições tendem a estabilizar-se no solo. 

No entanto a presença de bactérias diazotróficas não necessariamente significa que a planta se 

beneficie da Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) ou outros mecanismos de promoção de 

crescimento vegetal.  

 

Foi observada diferença na população de bactérias entre os tecidos de arroz vermelho 

coletados sob as condições testadas (Tabela 3). Rouws et al. (2010) também não encontraram 

uma tendência 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 inoculação de arroz com e sem adubação nitrogenada mostraram que o número de 

bactérias diminuiu com a idade da planta, atingindo o equilíbrio no estádio de maturação, o 

que corresponde à fase final do ciclo da cultura (BALDANI, 1996; FERREIRA, 2004). 

 
 

Tabela 3. Estimativa do número mais provável (Log do nº células g
-1

) de G. diazotrophicus PAL5 presentes nas 

raízes e folhas de plantas de arroz vermelho coletadas nas fases de desenvolvimento vegetativo. Campina 

Grande/PB, 2015. 

 

 

Tratamento Meio de Cultura Reprodutivo  

  Raízes Folhas 

Não inoculado LGI-P**
 N.D. N.D. 

PAL5 LGI-P**
 5.44 ± 0.24*

 5.36 ± 0.34*
 

*
Média ± desvio padrão (n=3), 

**
Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (Não detectada). 

 

 
No estudo dos fatores de diferentes condições de restrição hídrica (100%, 70%, 50% e 

30% da capacidade de campo) e condições de inoculação (com e sem inoculação) do arroz 

vermelho 405 Embrapa meio norte influenciaram, significativamente, nos resultados das 

variáveis estudadas (Bioquímicas e moleculares) nas avaliações sob estresse recorrente, 

analisados a 1% de probabilidade. 

 

4.3. Análises Moleculares 

4.3.1. Expressão gênica 

 

De acordo com os dados obtidos a partir da análise 2
-ΔΔ  

, verificou-se efeito 

significativo para a expressão relativa dos genes: Superóxido dismutase (SOD1), Ascorbato 

Peroxidase (APX), Catalase (CAT) e Glutationa redutase (GOR).  
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Verificou-se diferença significativa entre todos os tratamentos, para todos os genes 

estudados (figura 4). Analisando-se a figura, nota-se que, o tratamento das plantas inoculadas 

com G. diazotrophicus sob estresse recorrente foram estatisticamente superiores aos demais.   

 

Figura 4. Valores de expressão relativa em folhas do genótipo de arroz vermelho sob diferentes condições de 

restrição hídrica e diferentes condições de inoculação. 

 

 

 
 

 

Na figura acima observa-se os valores de expressão relativa em folhas do genótipo de 

arroz vermelho sob diferentes condições de restrição hídrica e diferentes condições de 

inoculação, sendo I para plantas irrigadas diariamente a 100% da capacidade de campo, SV 

para plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva e SVR para 

plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase vegetativa e submetidas a 

deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva. Campina Grande/PB, 2022. As barras 

indicam o desvio padrão da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minúsculas 

iguais, não diferem estatisticamente pelo teste t  p  ,     condi  o de inocula  o  e m dias 

seguidas de letras mai sculas iguais, n o diferem estatisticamente pelo teste de F  p  ,    

(disponibilidade de água).  

O tratamento das plantas inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse recorrente 

promoveram incrementos de 140x na expressão relativa de SOD1, de 145x na expressão de 

APX, 90x na expressão de CAT e de 135x na expressão de APX, em relação ao tratamento das 

totalmente irrigadas. Verificaram-se ainda aumentos de 140x, 120x, 85x e 125x (SOD1, APX, 
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CAT e GOR), para o tratamento inoculado com G. diazotrophicus com estresse apenas na 

fase vegetativa. 
 

4.3.2. Porcentagens de Metilação 

 

De acordo com os dados obtidos a partir da análise COBRA e posterior 

sequencimento, verificou-se efeito significativo para a porcentagem de metilação dos genes: 

Superóxido dismutase (SOD1), Ascorbato Peroxidase (APX), Catalase (CAT) e Glutationa 

redutase (GOR). 

  

Verificou-se diferença significativa entre todos os tratamentos, para todos os genes 

estudados (figura 3). Analisando-se a figura, nota-se que, o tratamento das plantas inoculadas 

com G. diazotrophicus sob estresse recorrente foi estatisticamente hipometilada  aos demais. 

 

 
Figura 5. Valores de porcentagem de metilação em folhas do genótipo de arroz vermelho sob diferentes 

condições de restrição hídrica e diferentes condições de inoculação. 

 
 
 

 

Observa-se na figura 5, valores de porcentagem de metilação em folhas do genótipo de 

arroz vermelho sob diferentes condições de restrição hídrica e diferentes condições de 

inoculação, sendo I para plantas irrigadas diariamente a 100% da capacidade de campo, SV 
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para plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva e SVR para 

plantas submetidas a deficiência hídrica por 15 dias na fase vegetativa e submetidas a 

deficiência hídrica por 15 dias na fase reprodutiva. Campina Grande/PB, 2022. As barras 

indicam o desvio padrão da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minúsculas 

iguais, não diferem estatisticamente pelo teste t  p  ,     condi  o de inocula  o  e m dias 

seguidas de letras mai sculas iguais, n o diferem estatisticamente pelo teste de F  p  ,    

(disponibilidade de água).  

O tratamento das plantas inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse recorrente 

promoveram decrescimos de 70% na metilação de SOD1, de 50% na metilação de APX, 35% 

na metilação de CAT e de 80% na metilação de APX, em relação ao tratamento das plantas 

totalmente irrigadas.  

Estudos demonstraram que os genes estão muito pouco metilados em tecidos onde são 

ativamente expressos e muito metilados em tecidos (ou no mesmo tecido noutro estádio de 

desenvolvimento) onde estão silenciosos (Cedar, 1988). Então, provavelmente a metilação do 

DNA deverá estar envolvida na expressão génica. A cromatina que contém genes ativamente 

expressos é mantida numa estrutura que a torna mais susceptível ao ataque das nucleases e, 

presumivelmente, mais acessível aos fatores de transcrição do que a heterocromatina que 

contém genes inativos. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

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

contra o estresse hídrico em arroz vermelho; 

O arroz vermelho apresenta ajustes bioquímicos e moleculares em função da 

disponibilidade hídrica do ambiente em que se desenvolve. No entanto, sob condições de 

inoculação com G. diazotrophicus as condições de deficiência hídrica são mitigadas; 

As plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus destacam-se quanto a 

sua memória molecular, com menores valores de metilação em genes chaves, para respostas ao 

estresse hídrico. 
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