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INOCULACAOQ DE Gluconacetobacter diazotrophicus COMO AGENTE MITIGADOR
DO ESTRESSE HIDRICO EM PLANTAS DE ARROZ VERMELHO

Bruna Cavalcante dos Santos’

RESUMO

Os mecanismos de interagdo entre plantas e bactérias diazotréficas vem sendo
amplamente estudados e demonstram uma potencial forma de desenvolvimento
voltado para cultivares de grande importancia econémica regional. Nesse aspecto
tem se estudado o arroz vermelho (Oryza sativa L.) e sua interagdo com a
Gluconacetobacter diazotrophicus, a fim de avaliar sua eficiéncia na mitigagao do
estresse hidrico. Desta forma, foram avaliados pardmetros bioquimicos como teores
de prolina e de glicina betaina que sdo solutos osmoprotetores para o vegetal e a
expressdo de genes para suas rotas de biossintese: P5CR e BADH,
respectivamente. Para isso foi utilizada a inoculagdo com G. diazotrophicus,
constando de duas condi¢des de inoculagdo: |1 = N&o inoculado e 12 = Inoculado
com G. diazotrophicus e (b) quatro manejos de agua as plantas, correspondentes
aos teores de umidade do solo: U1 = 30-35%; U2 = 50-55%; U3 = 70-75% e U4 =
100% de agua disponivel. Fatorialmente combinados, resultando em oito
tratamentos, com quatro repeti¢cdes, distribuidos no delineamento inteiramente
casualizado na fase reprodutiva da planta, variando os tratamentos de deficiéncia
hidrica em fungdo da inoculagdo, foram coletadas amostras de folhas e raizes, ao
final do periodo de deficiéncia hidrica (antes da retomada da irrigagao plena), para
extracdo de RNA e posterior sintese de moléculas de cDNA e estudos de expressao
relativa. Concluindo-se que a inoculagao com G. diazotrophicus resultou em maiores
teores de prolina e glicina betaina em plantas inoculadas sob estresse hidrico e
consequentemente maior expressdo dos genes de interesse.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; Tolerancia ao estresse hidrico; bactéria endofitica.

! Graduanda em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Estadual da Paraiba.
Email: brunacavalcantes23@gmail.com
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1 INTRODUCAO

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) foi o primeiro tipo de arroz introduzido no
Brasil pelos colonizadores, sendo ainda pouco conhecido, mas cultivado
principalmente no Semiarido nordestino, em ordem de importancia, nos estados da
Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceard, Bahia e Alagoas (FILGUEIRAS,
2015). O plantio € normalmente realizado por pequenos agricultores, utilizando
sementes nativas ou variedades tradicionais selecionadas ao longo do tempo,
caracterizadas pela variabilidade, adaptabilidade as condi¢cdes de cultivo e ampla
base genética (FIGUEIRAS, 2015).

O arroz vermelho ou arroz da terra como € 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 (SOUZA et al., 2012). O pigmento vermelho do gréo
do arroz é uma proantocianina de grande valor para a alimentagdo humana, sendo
introduzido no Brasil pelos portugueses no século XVI (BARBOSA, 2014),
melhorando a digestibilidade, tendo acdo antioxidante benéfica para o sistema

cardiovascular, além de ser repelente contra patdgenos.

E uma cultura anual, adaptada a solos alagados, sendo considerada uma
espécie hidrofila, contudo, devido ao processo evolutivo da espécie, o arroz adquiriu
ampla adaptabilidade as diferentes condigées de solo e clima, desenvolvendo-se
bem também em &reas com baixa disponibilidade hidrica (MENEZES et al. 2012).
Desse modo, dois sistemas de produgéo de arroz sado considerados no Brasil, o de
varzea, arroz alagado irrigado por inundacdo, e o de terras altas, cultivado em
condigdes de sequeiro dependente da agua das chuvas ou irrigado por asperséo,
tendo este ultimo, o déficit hidrico como principal fator limitante no desenvolvimento
da cultura (SILVA et al., 2016).

A habilidade do vegetal em se desenvolver em ambiente com restrigdo hidrica
no solo pode ser determinada através da eficiéncia com que a planta ajusta o seu
comportamento bioquimico e fisioldgico, visando a maximizar a aquisicdo de
carbono (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Outra estratégia empregada pelas plantas para sobreviver aos estresses
abidticos, tais como a salinidade, temperaturas extremas, alta intensidade luminosa
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e a seca inclui o sistema de osmorregulacdo que abrange: carboidratos,
aminoacidos e compostos de amoénia quaternaria, que desempenham um papel
importante no ajuste osmético e na estabilizagdo de células vegetais (CHA-UM e
KIRMANEE, 2011). Os osmoprotetores sao substancias atdxicas que as plantas
acumulam nas células para combater as condigcdes ambientais adversas, tais como,
glicina betaina, prolina, poliaminas, manitol, pinitol, entre outros.

Dentre algumas alteragbes que podem ser desenvolvidas encontram-se as
relacionadas com os microrganismos denominados endofiticos, que podem produzir
produtos de potencial interesse biotecnoldgico. Esses microrganismos utilizam
diferentes mecanismos para o crescimento vegetal, como produgdo de horménios de
crescimento vegetal, solubilizagdo de nutrientes do solo, protegdo contra patégenos
e estresses abidticos, fixagdo de nitrogénio entre outros (GLICK et al., 1998).

Dentre esses microrganismos esta a Gluconacetobacter diazotrophicus, uma
Proteobactéria (classe a-proteobacteria), familia Acetobacteraceae, do género
Gluconacetobacter. E uma bactéria Gram-negativa, que ndo tem movimento
espiralado, com pH 6timo de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e com células variando
entre (0,7 a 0,8) x (2 a 4) um, que utiliza acido 2-ceto glucénico como uma fonte de
carbono, o que favorecendo a fixagdo de nitrogénio (MENESES et al., 2011). Esta
bactéria cresce em alta concentragédo de sacarose (10% sacarose) e pH muito baixo
(3,0) e tem a habilidade de fixar nitrogénio em condigbes microaerofilicas
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988., BARBOSA, 2014). O pH o6timo para
crescimento esta ao redor de 5,5, embora os valores de pH e taxa de respiragédo
possam variar consideravelmente de acordo com as fontes de carbono (BARBOSA,
2014).

O ajuste osmdético é uma das principais respostas das plantas ao estresse
hidrico e esta correlacionado ao grau de resisténcia (CARLIN e SANTOS 2009)
mantendo o equilibrio hidrico e preservando a integridade celular de proteinas,
enzimas e membranas, para a continuidade das atividades vitais, e constitui uma
das estratégias adaptativas vegetais aos multiplos efeitos causados pelos estresses
(CARLIN e SANTOS 2009). Dentre esses osmoprotetores tem-se a prolina e a glicina

betaina.

A dlicina betaina protege as membranas dos tilacéides, o que mantém a
eficiéncia fotoquimica na fotossintese (ASHRAF e FOOLAD, 2007). Sendo um
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quaternario de aménio e um soluto responsavel pela estabilizagcdo da estrutura de
proteinas, na atividade de enzimas e nos complexos proteicos, além de manter a
integridade de membranas contra danos decorrentes do estresse osmatico.

De modo que o entendimento desse tipo de mecanismo, assim como a
avaliagdo comparativa entre a produgdo de prolina e glicina-betaina em plantas
submetidas ou ndo a estresses, garante em primeira vista a eficacia do inoculante
que é de grande significancia para o desenvolvimento de culturas mais adaptadas a
seca. Analisando os teores desses dois osmoprotetores vegetais relacionando com
0s principais genes das suas respectivas vias de biossintese é possivel a
prospecgdo de inoculantes com menor custo e, principalmente, na agricultura como

auxilio no melhoramento vegetal.

1 OBJETIVOS

1.1 Geral
Analisar os osmoprotetores prolina e glicina-betaina entre plantas de arroz

vermelho inoculadas e nao inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse hidrico,
por meio da quantificagdo da concentragdo desses compostos e da expressao dos
genes envolvidos na via de biossintese, a fim de determinar a eficacia da inoculagéo
na mitigagao da condigdo adversa.

1.2 Especificos
v' Quantificar os teores de prolina e glicina-betaina presentes em plantas de

arroz vermelho por espectrofotometria;

v' Identificar a regulagdo na expressdo dos genes P5CR e BADH por ensaios de
PCR em tempo Real;

v" Relacionar os resultados de PCR em Tempo Real as vias de resposta ao
estresse hidrico na planta.



14

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagdo da area, clima e solo
O trabalho constou de estudo de campo na area experimental do Viveiro de

mudas da UEPB, pertencente ao Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS),
Campus | da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), localizado no municipio de
Campina Grande, PB. A cidade esta situada nas seguintes coordenadas: 07° 12'
42,99” de latitude Sul, 35° 54' 36,27” longitude Oeste, 521 metros altitude. No
periodo compreendido entre Agosto de 2016 a Agosto de 2017,

O clima da regido é do tipo Awi, segundo classificagdo de Koppen,
caracterizando-se por ser semiarida, com duas estagdes distintas, uma chuvosa com
precipitagao irregular e outra sem precipitacao. A precipitagdo média anual € de 870
mm, temperatura média de 27 °C com periodo chuvoso concentrando-se entre os
meses de fevereiro e abiril.

As condi¢bes edaficas do solo utilizado no experimento foram representadas
por um solo classificado como NEOSSOLO FLUVICO Eutréfico com textura arenosa
(SANTOS et al., 2006).

2.2 Disposicao do experimento
Foram objetos de estudos - (a) inoculagdo com G.diazotrophicus, constando de

duas condi¢cbes de inoculagdo: |11 = Nao inoculado e 12 = Inoculado com G.
diazotrophicus e (b) quatro manejos de agua as plantas, correspondentes aos teores
de umidade do solo: U1 = 30-35%; U2 = 50-55%; U3 = 70-75% e U4 = 100% de
agua disponivel. Fatorialmente combinados resultardo em oito tratamentos, com
quatro repeti¢des, distribuidos no delineamento inteiramente casualizado. A parcela
foi constituida de um lisimetro de drenagem, onde foram semeadas 20 sementes.

Os lisimetros eram de 100 cm de comprimento, 50 cm de largura e 50 cm de
profundidade, instalando-se na base um sistema de drenagem por meio de
tubulagao e registro; foram preenchidos com uma camada de cinco cm de brita, mais
cinco cm de areia grossa e preenchendo-se o restante com material de solo.

A irrigacéo foi realizada a partir da semeadura, mantendo-se a umidade do
solo proximo a capacidade de campo. Quando as plantas estavam na fase
Reprodutiva 3, foram coletadas amostras de solo, diariamente, e medidos os
potenciais hidricos do solo por psicrometria, utilizando o Dewpoint Potentia Meter
(WP4-T), associada a uma curva de retengéo de agua no solo (figura 1).
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Figura 1. Curva de retengao de agua no solo, EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica
- RJ.
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Fonte: EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica — RJ.

2.3 Processo de inoculagcao

Foi utilizada uma estirpe selecionada de G. diazotrophicus pelas suas
caracteristicas de solubilizar fésforo in vitro, producdo de AIA e reducdo de
acetileno: G. diazotrophicus PALS5. A estirpe foi multiplicada em tubos contendo meio
DYGS (2 g de glicose; 1,5 g de Peptona; 2 g de extrato de levedura; 0,5 g de
KH,PO,4.7H,0; 0,5 g de MgS0,4.7H,0; para 1L, pH 6,8 (RODRIGUEZ NETO et al.,
1986) a 30 °C sob agitacdo a 150 rpom por 48 horas. As células posteriormente foram
lavadas com solugao salina e a densidade 6ptica (em 600 nm) ajustada para 0,9 —
1,5 ml, onde logo apds esta ressuspensao bacteriana foi utilizada para inocular
erlenmayers de 250 ml contendo 50 ml do meio DYGS a 30 °C sob agitagdo a 150
rpm por 48 horas (BARBOSA et al., 2014).

2.4 Controle de qualidade do inoculante

Foi realizada a partir do método de contagem do numero mais provavel (NMP)
nas células inoculadas e n&o inoculadas de acordo com (DOBEREINER et al.,
1995).
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2.5 Semeadura, Tratos vegetais e Adubagao
A semeadura foi realizada em novembro de 2016, com 20 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.

Os tratos culturais constaram de controle de plantas daninhas (tiririca)
manualmente, na medida em que surgia no interior dos lisimetros as plantas

invasoras.

A adubagéo foi realizada com sulfato de amoénio ((NH4)2SQO4), como fonte de
Nitrogénio (N), 18 gr. dividido em duas aplicac¢des, a primeira foi apds a germinagéo,
e a segunda aplicagao foi antes do estresse hidrico, no surgimento das paniculas,
diluido em agua, baseando-se nos dados da analise de amostras do solo,
quantidades recomendadas para cultivo de arroz (BARBOSA, 2014). A utilizagao de
outros nutrientes nao foi necessaria, devido ao solo ja disponibilizar essa
suplementagao, sendo este bastante rico em matéria organica.

2.6 Colheita e coleta do material vegetal para analise

A colheita foi realizada de forma manual aos 125 dias apés a semeadura
(DAS), realizando as operagdes de corte, recolhimento das plantas e os graos de
arroz vermelho encontravam-se entre 18 a 23% de umidade.

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 e
raizes, por repeticdo, com auxilio de luvas, tesoura e envolvidas em papel aluminio,
em seguida, postas em nitrogénio liquido e imediatamente encaminhadas para um
freezer a -80°C, para conserva-las. Uma hora apoés reidratar todas as parcelas,
foram coletadas novas amostras para serem feitas analises e compara-las com as
plantas no estresse, seguindo o mesmo procedimento.

2.7 Estimativa do numero mais provavel (NMP) nas raizes e a nas folhas

A contagem na época do estabelecimento do déficit 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 até 10°. Logo

apos, 100ul dos 4 extratos mais diluidas foram colocados em frascos com 5 ml dos
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meios LGI-P. A contagem foi realizada ap6s 7 dias de incubagéo de acordo com
Silva (2016).

2.8 Variaveis analisadas
Avaliou-se as caracteristicas bioquimicas, como teor de prolina e glicina-

betaina das plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus, na fase
reprodutiva da planta, variando os tratamentos de deficiéncia hidrica em fung¢do da
inoculagao.

Nas plantas cultivadas foram coletadas amostras de folhas e raizes, ao final do
periodo de deficiéncia hidrica (antes da retomada da irrigagao plena), para extragao
de RNA e posterior sintese de moléculas de cDNA. As amostras vegetais foram
conservadas em nitrogénio liquido. Os cDNAs sintetizados foram submetidos a
experimentos de PCR em tempo real para a avaliagdo da regulagcdo dos genes de

interesse.

2.9 Parametros avaliados

2.9.1 Teor de prolina
O teor de prolina foi determinado utilizando-se o método de Bates et al.

(1973). Para a realizagao do teste colorimétrico, pipetaram-se aliquotas de 1,0 mL
do extrato bruto; 1,0 mL de ninhidrina acida; 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 espectrofotémetro de microplaca da
Multiskan GO - Thermo Scientific. Como referéncia, foi utilizada uma reta padréo

com L-prolina.

2.9.2 Teor de 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 agitagédo
constante, a temperatura ambiente, por um periodo de 4 horas, seguindo de
centrifugagéo a 3.500 g por 10 minutos, a 25 °C. O sobrenadante foi coletado e dele
retirado uma aliquota de 250 pL para a quantificagdo de glicina betaina. Para isso,
250 yL de acido sulfurico concentrado foram adicionados a cada amostra, seguindo
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de incubag&o em banho de gelo por 1 hora. Apés esse tempo, 200 pyL 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 0
residuo coletado. Em seguida, lavado por duas vezes em 2 mL de acido sulfurico 1
N (a aproximadamente 8 °C) e apos centrifugagédo a 3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, o
precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano, por meio de agitagdo
vigorosa. Apos 2,5 horas de repouso, a ABS das amostras foi obtida a 365 nm, com
o auxilio do espectrofotémetro de microplaca da Multiskan GO - Thermo Scientific, e
para os calculos sendo utilizada uma curva padrao de glicina betaina. Os resultados

foram expressos em mg glicina betaina g™ MS.

2.9.3 Avaliagao da regulagao da expressao dos genes P5CR e BADH
Por meio de ensaios de PCR em Tempo Real, foram avaliados os efeitos da

inoculagdo por G. diazotrophicus sobre a ativagdo da transcrigdo dos genes
envolvidos nas principais vias de resposta ao estresse hidrico, em plantas de arroz
vermelho expostas a tal estresse.

Para analise de transcriptoma, amostras de folhas e raizes foram coletadas na
fase de deficiéncia hidrica, mantidas em nitrogénio liquido onde, em seguida,
realizada a extracao de RNA das amostras coletadas, por meio da utilizagdo do kit
de extragdo PureLink® RNA Mini Kit (Ambion®) de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O RNA total foi extraido a partir de trés plantas, de diferentes
repeticdes, a fim de aumentar a eficiéncia no isolamento de sequéncias expressas,
MRNA, relacionadas as respostas de tolerancia a deficiéncia hidrica.

Apo6s as extragdes do RNA total da parte aérea e raiz, as amostras foram
quantificadas via espectrofotometria no aparelho NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific), e a analise da integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel
com concentragao de 1% de agarose.

Os oligonucleotideos especificos demonstrados na tabela 1 uma tabela para
cada gene em estudo foram sintetizados utilizando como molde as sequéncias
obtidas através do genoma depositado de Oryza sativa Japonica, na base de
sequencias do NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores especificos para PSCR e BADH utilizados
nas analises de qPCR para avaliar a expressdo dos genes em plantas de arroz
vermelho.

Gene name Tipo de Sequencias
Oligonucleotideo

P5SCR Prnimer Forward

TGTGTCCCCAAGAAGCTGATG
Reverse
GATGTTCCAGCCGAAACCAT

BADH Primer Forward
ACGATATTCCGGTCTITCGTC
Reverse
CAGGTCGCGAAATTCCTG

As reacdes de qPCR foram realizadas com trés repetigcbes bioldgicas para
cada tratamento. Além disso, para cada repeticdo bioldgica foram realizadas trés
réplicas técnicas a partir da mesma diluicdo de cDNA (1:50). A 10 ul de cDNA fita
simples foram adicionados 4,3 ul de H,O livre de nucleases, 2 yl de PCR Buffer 10x
(200 mM Tris-HCI (pH 8,4) e 500 mM KCI), 1,2 ul de MgCI2 (50 mM), 0,2 ul de cada
iniciador (10 pmol/pl), 2 ul de SYBR Green SYBR® | nucleic acid gel stain (Molecular
Probes, Cat. No. S7563) diluido em H,O (1:10.000) e 0,05 pl da enzima Platinum
Taq DNA polymerase 5 u/pl (Invitrogen, Cat. No. 10966-030).

Os experimentos de gPCR foram realizados utilizando o equipamento 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems Cat. No. 275013373). Apds a
ativacao da enzima Platinum Taq DNA polimerase por 5 minutos a 94°C, a reagao
prosseguiu por 40 ciclos de desnaturagao a 94°C por 15 segundos, anelamento a
60°C por 10 segundos e extensdo a 72°C por 15 segundos. Ao final de cada ciclo,
os dados de fluorescéncia foram coletados a 60°C por 35 segundos. Controles
negativos para cada iniciador foram incluidos utilizando H,O livre de nucleases em
substituicdo ao cDNA molde.

Para determinagao da expresséo relativa os valores de Cq, determinados pelo
Miner Software, para cada amostra foram utilizados para calcular as expressées
relativas através do qBase Software v1.3.5. Como normalizadores foram
empregados os genes FDH (formato desidrogenase), eF1a (fator de elongacao 1
alfa) e Ubi (ubiquitina) previamente selecionados.
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2.10 Analises estatisticas
Os dados das variaveis respostas serdo submetidos a analise 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 v. 11.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Controle da qualidade do inoculante utilizado
A contagem do numero de células viaveis presentes no inoculante mostrou

uma populagdo 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 inoculagdo utilizando as estirpes Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp.
mostraram que, o nimero de células vidveis se mantém acima de 10 g™ por um
periodo de até 180 dias apos a producdao (FERREIRA, 2004). Bashan (1998)
recomenda que a populagdo no inoculante seja superior a 10® células g'1 para se
obter uma inoculagdo bem sucedida. Por outro lado, a contagem do numero de
células presentes nas sementes mostrou uma populagéo ao redor de 10° células g’
na semente, em ambas as fases de desenvolvimento analisadas. E importante
introduzir no solo um numero suficiente de células para garantir uma populagdo com
a capacidade de competir com os microrganismos nativos e sobreviver as condi¢bes
adversas no solo

Tabela 2. Contagem realizada no inoculante produzido e nas sementes inoculadas e
nao inoculadas com a estirpe G. diazotrophicus PALS, utilizada no experimento.

Log do n° células g™

Tratamentos Meios de Semente Semente nio
Inoculante
cultura inoculada inoculada
PALS 1LGLY 9.5% 9, 12 N.D.

*

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

Fonte: Elaborada pela autora. SIGMAPLOT v. 11.0.
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3.2 Estimativa do numero mais provavel (NMP) nas raizes e nas folhas
Na analise de todos os tratamentos inoculados foram verificadas

concentragbes de G. diazotrophicus PAI5 maiores que 10° UFC g' na fase
reprodutiva do experimento. Punschke et al. (2005), encontraram resultados
similares quando quantificaram bactérias diazotréficas em duas variedades de arroz
cultivadas no Uruguai, onde 69% das amostras de raizes apresentaram
concentragbes maiores que 10° UFC g'. Por outro lado, Sabino (2007) nao
encontrou diferenga no numero de células entre os tratamentos inoculados com B.
brasilense e H. seropedicae e os nao inoculados em plantas de arroz avaliadas nos
estadios de florescimento e maturagao de gréos.

Dentro da microbiota do solo, particularmente na rizosfera, estd uma grande
parte das bactérias diazotréficas (WAKELIN et al., 2009). Foi observada diferenga na
populacdo de bactérias entre os tecidos de arroz vermelho coletados sob as
condigbes testadas (tabela 3). Rouws et al. (2010) também n&o encontraram uma
tendéncia definida a respeito do comportamento das estirpes H. seropedicae ZAE94,
Sphingomonas azotifigens e Sphingomonas trueperi testadas durante o ciclo da
cultivar de arroz BRS Talento. Experimentos de inoculagdo de arroz com e sem
adubagédo nitrogenada mostraram que o numero de bactérias diminuiu com a idade
da planta, atingindo o equilibrio no estadio de maturagéo, o que corresponde a fase
final do ciclo da cultura (FERREIRA, 2004).

Tabela 3. Estimativa do nimero mais provavel (Log do n° células g™') de G.
diazotrophicus PAL5 presentes nas raizes e folhas de plantas de arroz vermelho.
Coletadas nas fases de desenvolvimento reprodutivo.

Tratamento Meio de Cultura

Reproduotive
Raizes Folhas
Néo inoculado LGI-P™ N.D. N.D.
PALS LGI-P™ 5440247 536034

*

Média + desvio padrédo (n=3), Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D.
(Nao detectada).

Fonte: Elaborada pela autora. SIGMAPLOT v. 11.0.

Os fatores de diferentes condigdes de restricao hidrica (100%, 70%, 50% e
30% da capacidade de campo) e as condigbes de inoculagdo (com e sem

inoculagdo) do arroz vermelho 405 Embrapa meio norte influenciaram,
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significativamente, nos resultados das variaveis estudadas nas avaliagbes sob

estresse de 15 dias, analisados a 5% de probabilidade.

3.3 Parametros avaliados
3.3.1 Teor de prolina

Analisando a figura 2, nota-se que houve diferenga significativa entre os
tratamentos de estresse hidrico, 100%, 70%, 50% e 30%, em sua fase de
crescimento, quando ndo inoculado e inoculado, nos teores de prolina. Por outro
lado, nao 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
diferenga significativa entre os tratamentos apds as plantas serem reidratadas

mesmo quando inoculado e ndo inoculado.

Figura 2. Teor de prolina (mmol.g”"MF) em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob
diferentes condi¢des de restricao hidrica e diferentes condi¢ées de inoculagao.
Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrdo. Médias seguidas de
letras maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)
(condigcao de inoculagdo em cada porcentagem de agua do solo).
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Fonte: Elaborada pela autora. SIGMAPLOT v. 11.0.
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Havendo um aumento linear na atividade do teor de prolina no gendtipo de
arroz vermelho sob diferentes condigdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢ées
de inoculagao. Sendo mais intensificada quando as plantas passaram por um déficit
hidrico maior, com 30% de capacidade de campo, tanto as nao inoculadas como
inoculadas, com o0 aumento gradativo na capacidade de campo, nao se
diferenciando entre si nos tratamentos de 100% e 70% da capacidade de campo
para o arroz nao inoculado. No entanto, houve diferenga significativa entre os fatores
inoculados, ndo inoculados, inoculados hidratados e ndo inoculado hidratado para
70% da capacidade de campo, havendo insignificAncia para ndo inoculados, nao
inoculados hidratados e inoculados hidratados.

O acumulo de prolina é um dos meios naturais de adaptagdo ao estresse
ambiental. A prolina € um osmdlito ndo toxico e bom em manter a osmorregulagéo
sob estresse hidrico (AHMAD e JHON, 2005). Prolina também atua como
armazenamento de energia (ou seja, C e N) durante o estresse salino (AGGARWAL
et al., 2012). O acumulo de prolina aprimorado pode estar ligado com o0 aumento da
capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio em plantas como demonstrado por
Evelin et al. (2009) em feijao guandu.

3.3.2 Glicina betaina
Analisando a figura 3, observou-se acumulo com aumento da restrigdo hidrica

nas plantas de arroz vermelho principalmente com 30% da capacidade de campo,
isso aconteceu para as plantas inoculadas e ndo inoculadas com G. diazotrophicus,
na fase reprodutiva, talvez tenha sido devido que, a sintese da glicina betaina é
desencadeada a partir da falta de agua no meio celular (SZABADQOS et al., 2011).
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Figura 3. Teor de glicina betaina (mmol.g'MF) em folhas do genétipo de arroz
vermelho sob diferentes condi¢ges de restricdo hidrica e diferentes condigbes de
inoculag&do. Campina Grande/PB, 2015. As barras indicam o desvio padrao da média
de vinte plantas. Médias seguidas de letras maiusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) (condigao de inoculagédo em cada
porcentagem de agua do solo).
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Fonte: Elaborada pela autora. SIGMAPLOT v. 11.0.

As plantas nao inoculadas principalmente aos niveis de 100%, 70% e 50% de
CC nao se diferenciaram estatisticamente, comparando com as inoculadas. O
conteudo deste osmoprotetor foi reduzido quando a disponibilidade hidrica do solo
foi aumentada. A glicina betaina € um composto que pode desempenhar protecéo
eficaz contra o estresse (ASHRAF e FOOLAD, 2007), podendo ser acumulativa e
nao téxica para a planta, além de equilibrar a diferenga osmética em torno da célula
e do citosol (WANI et al., 2013).

Com o aumento de estresse hidrico se obteve uma maior absorgéo de glicina
betaina nas plantas inoculadas, diferindo estatisticamente dos nao inoculados,
inoculados hidratados e néo inoculados hidratados. No entanto, apés uma hora da
reidratacdo das plantas de arroz vermelho foi possivel observar que houve uma
estabilizacdo no teor de glicina betaina tanto nas plantas inoculadas e néo
inoculadas com G. diazotrophicus, havendo assim uma protecdo na estrutura celular
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nas plantas, de modo que a bactéria possa ter exportado glicina betaina para a
planta, ja que alguns microrganismos como a propria G. diazotrophicus tem essa
capacidade, as bactérias também produzem substancias osmotolerantes como a
glicina betaina.

Mas muitas culturas n&o se acumulam glicina betaina naturalmente, e o arroz
€ uma delas, € o unico cereal que tem duas enzimas betaina aldeido desidrogenase
(BADH), que estao envolvidas na biossintese de glicina betaina, via colina, e um
gene codificador monoxigenase de colina (OCM), ambos os quais estéo localizados
no estroma do cloroplasto (WANI et al., 2013), fazendo com que sé ocorra acumulo
de glicina betaina quando a planta esta sob estresse (SHIRASAWA et al., 2006),
isso deve explicar o fato de que, as plantas de arroz vermelho tiveram pouca
acumulacgao de glicina betaina sem restricdo hidrica.

3.3.3 Anadlises das expressoes génicas
Verificou-se efeito significativo para a expressao relativa dos genes: A1-

pirroline-5-redutase de carboxilato (P5CR) e betaina aldeido desidrogenase (BADH).
Houve uma diferencga significativa dos tratamentos com 70, 50 e 30% da capacidade
de campo disponivel, no que diz respeito as plantas quando inoculadas com G.
diazotrophicus, em relagédo aos demais tratamentos, para a expressao relativa do o
gene P5CR (Figura 4).

Figura 4. A interagéo InxDHS foi significativa (p<0,01). Os efeitos dos fatores de
inoculagéo (In) e disponibilidade hidrica no solo (DHS) agem de modo dependente
sobre a expressao génica relativa do gene P5CR. Para cada disponibilidade hidrica

no solo, médias seguidas de mesma letra maiuscula nao diferiram entre si na
expressao relativa do gene nas condigdes controle e seca (p>0,05).
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Onde o tratamento com plantas inoculadas e expostas a 50% da capacidade
de campo promoveram incrementos de 30x na expressdo de P5CR na fase
reprodutiva, em relagdo a amostra de plantas n&do inoculadas expostas a capacidade
de campo. A planta pode apresentar um pequeno aumento no teor de prolina sob
estresse, mas quando ocorre o estresse ha um acumulo desse osmorregulador, que
atua como um adaptador de tolerancia das plantas sob restricdo hidrica, e aumenta
também o ajuste osmdtico da célula estimulado em presenga de bactérias nas
plantas em respostas a estresses biodticos e abidticos, pode mediar o ajuste
osmatico, e proteger membranas e proteinas contra efeitos adversos.

Por isso, constatou-se que a bactéria tenha influenciado o aumento da
produgdo de prolina quando as plantas passavam por estresse hidrico,
principalmente nos niveis mais elevados como 30%, 50% e 70% de CC. Mas ainda
existe controvérsia se o0 acumulo de prolina € uma consequéncia do estresse ou
proporciona beneficios as plantas sob condigées adversas (ASHRAF e FOOLAD,
2007).

Na expressao relativa do gene BADH em plantulas de arroz vermelho,
novamente os tratamentos 70, 50 e 30 % da capacidade de campo se diferenciaram,
entretanto, promoveram diferengas mais significativas quando as plantas estavam
inoculadas (Figura 5).
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Figura 5. A interacdo InxDHS foi significativa (p<0,01). Os efeitos dos fatores de
inoculagéo (In) e disponibilidade hidrica no solo (DHS) agem de modo dependente
sobre a expressao génica relativa do gene BADH. Para cada disponibilidade hidrica
no solo, médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferiram entre si na

expressao relativa do gene nas condi¢des controle e seca (p>0,05).
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Glicina betaina fornece provas substanciais que sustentam seu conceito como
soluto osmoprotetor. GB é sintetizada, por apenas, alguns microrganismos e
ativamente transportada e acumulada como um osmoprotetor por uma grande
variedade de células (CSONKA e HANSON, 1991). E geralmente aceito que um
osmoprotetor deve ser acumulado duradouramente dentro da célula para ser eficaz.
Este conceito foi estabelecido com base em estudos de membros da familia
Enterobacteriaceae e varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
Sinorhizobium meliloti, que catabolizam a maioria dos osmoprotetores conhecidos,
incluindo GB e ectoine (TALIBART et al., 1997).

FIGUEIRAS (2015) relatou que o arroz em casca (Oryza sativa L.), inoculado
com Pseudomonas mostrou-se significativamente mais elevado na concentragéo de
compostos quaternarios de GB e uma biomassa da parte aérea superior sob
condigbes de estresse hidrico. A glicina betaina protege as plantas contra efeitos
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adversos do estresse hidrico. As plantas tratadas com bactérias endofiticas
acumulam glicina betaina sob estresse e, assim, evita qualquer dano a plantas.
Vérios relatos tém mostrado que as plantas tratadas com bactérias endofiticas
aumentam a produgao de glicina betaina que contribuem para o ajuste osmotico das
plantas e, portanto, resulta em um processo fotossintético mais eficaz (SHENG et al.,
2011).

4 CONCLUSAO
Os osmoprotetores prolina e glicina-betaina nas plantas de arroz vermelho

inoculadas com G. diazotrophicus apresentam aumento sob estresse hidrico, a
concentragdo desses compostos e da expressdo dos genes envolvidos na via de
biossintese diferem de acordo com os niveis de agua presentes no solo, provando a
eficacia da inoculagdo na mitigagédo da condi¢do adversa.

A expressao dos genes P5CR e BADH relacionados com as vias de resposta
ao estresse hidrico na planta sdo até o presente estudo e mediante as
caracteristicas abordadas proporcionais as variagoes dos teores de prolina e glicina
betaina presentes na planta, mostrando-se mais significativos as concentragées de
70%. 50% e 30% de agua no solo plantado em relagdo com a de 100% (solo
totalmente irrigado).
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INOCULATION OF Gluconacetobacter diazotrophicus AS A HYDRICAL STRESS
MITIGATOR AGENT IN RED RICE PLANTS

ABSTRACT

The processes of interaction between plants and diazotrophic bacteria have been
extensively studied and demonstrate a potential form of development aimed at
cultivars of great regional economic importance. In this respect, red rice (Oryza sativa
L.) and its interaction with Gluconacetobacter diazotrophicus were studied to
evaluate its efficiency in the mitigation of water stress. In this way, biochemical
parameters such as proline and glycine betaine that are osmoprotective compounds
of the plant and the expression of their respective P5CR and BADH genes were
evaluated. For this purpose, G.diazotrophicus inoculation was used, consisting of two
inoculation conditions: 11 = Not inoculated and 12 = Inoculated with G. diazotrophicus
and (b) four treatments of water in the plants, corresponding to soil moisture content:
U1 = 30 -35%; U2 = 50-55%; U3 = 70-75% and U4 = 100% available water.
Factorially combined, resulting in eight treatments, with four replications, distributed
in the completely randomized design in the reproductive phase of the plant, varying
the water deficit treatments as a function of the inoculation, leaf and root samples
were collected at the end of the period. Water deficit period (before full recovery of
irrigation), for extraction of RNA and subsequent synthesis of cDNA molecules. It was
concluded that inoculation with G.diazotrophicus resulted in higher levels of proline
and glycine betaine in plants inoculated under water stress and, consequently,
greater expression of the genes of interest.

Keywords: Oryza sativa L .; Tolerance to water stress; Endophitic bacteria
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