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Resumo

O Brasil ¢ responsavel por produzir anualmente cerca de 11 a 13 milhdes de toneladas de
arroz (Oryza sativa L.), um cereal de grande importancia econdmica, e no Nordeste
brasileiro, destaca-se a producgdo do arroz vermelho. Entretanto, fatores abioticos, como
o déficit hidrico por seca, tém influenciado de forma negativa a producdo desse grao. Para
minimizar os danos e maximizar a producdo, tem-se utilizados ferramentas
biotecnoldgicas, como bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e
mecanismos de memoria molecular. Dessa forma, o presente trabalho visou analisar a
ativacdo dos mecanismos de memoria em plantas de arroz vermelho inoculadas com
Gluconacetobacter diazotrophicus sob estresse hidrico recorrente. Inicialmente realizou-
se a inoculagdo, utilizando a estirpe PALS de G. diazotrophicus utilizando a cultivar 405
EMBRAPA Meio Norte de arroz vermelho, constando duas condi¢des, sementes nao
inoculadas e sementes inoculadas, ap6s o processo foram propagadas. Posteriormente,
submeteu-se as plantas a trés condi¢cdes de estresse hidrico: irrigadas diariamente;
deficiéncia hidrica por 15 dias na fase vegetativa (V3) e submetidas a deficiéncia hidrica
por mais 15 dias na fase reprodutiva (R3); e plantas submetidas a deficiéncia hidrica por
15 dias na fase reprodutiva (R3). Analiou-se as respostas bioquimicas ¢ moleculares
envolvidas no processo de defesa a seca e a interacdo planta-G. diazotrophicus. A
inoculacdo com a bactéria G. diazotrophicus, mostrou ser uma potencial ferramenta
contra o estresse hidrico em arroz vermelho. O arroz vermelho apresenta ajustes
bioquimicos e moleculares em fun¢@o da disponibilidade hidrica do ambiente em que se
desenvolve. No entanto, sob condi¢des de inoculagdo com G. diazotrophicus as condi¢des
de deficiéncia hidrica sdo mitigadas. As plantas de arroz vermelho inoculadas com G.
diazotrophicus destacam-se quanto a sua memoria molecular, com menores valores de
metilacdo em genes chaves, para respostas ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Arroz vermelho. Déficit hidrico. G. diazotrophicus. Reprogramacao
Molecular.
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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 modification. Thus, the present work
aimed to analyze the activation of memory controls in red rice plants inoculated with
Gluconacetobacter diazotrophicus under recurrent water stress. Initially, inoculation was
carried out using the PALS 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: daily irrigated; water deficit for 15 days in the vegetative
phase (V3) and water deficit for another 15 days in the reproductive phase (R3); and
plants cultivated under 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. 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 inoculation conditions with G.
diazotrophicus such water stress conditions are mitigated. Red rice plants inoculated with
G. diazotrophicus stand out for 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. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um cereal de grande importancia econdmica, um dos mais
produzidos e consumidos no mundo, segundo a Organizac¢ao das Na¢des Unidas para Alimentagado
e Agricultura (FAO, 2017). E cultivado em varios paises, com destaque para a China, India,
Indonésia, Bangladesh, Vietna, Tailandia, Myanmar, Filipinas, Japdo, Paquistao e Brasil (ANA,
2020), e se destaca por desempenhar um papel estratégico a nivel econdmico e social
(GUIMARAES; BALDANI, 2013).

O consumo aparente médio mundial de arroz beneficiado ¢ de 54 kg/pessoa/ano, sendo que
0s paises asiaticos, apresentam as médias mais elevadas (78 kg/pessoa/ano). Na América do Sul,
sdo consumidos, em média, 29 kg/pessoa/ano, destacando-se o Brasil como grande consumidor
(32 kg/pessoa/ ano) (SOSBALI, 2018).

O Brasil € responsavel por produzir anualmente cerca de 11 a 13 milhdes de toneladas de
graos de arroz, atuando como um dos componentes de grande importancia na economia nacional
(CEOLIN et al., 2017). Destacando-se como maiores produtores o Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Tocantins, Mato Grosso, Maranhao, Parana (CONAB, 2022). No boletim divulgado pela
Conab (2022), a safra 2021/22 apresenta estimativa nacional de producao estimada em 10,78
milhdes de toneladas.

Area estimada destinada a rizicultura na safra 2020/21 é na ordem de 1.704,9 hectares,
2,4% superior a safra anterior. A producdo no pais ocorre sob dois sistemas, em varzea (irrigado)
e terras altas (sequeiro), cerca de 77,9% (1.328,1 hectares) corresponde ao cultivo irrigado e os
outros 22,1% (376,8 hectares) estdo relacionados ao sistema de producao em condicao de sequeiro.
Entretanto este Gltimo vem apresentando uma baixa produtividade nos ltimos anos e a aplicagdo
desse sistema se concentra principalmente no Nordeste (CONAB, 2021).

No Nordeste, destaca-se a producdo do arroz vermelho, anualmente cerca de dez mil
toneladas de graos sdo produzidas, sendo grande parte na regido do Nordeste, principalmente nos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Cearda (EMBRAPA, 2018). A producao
de arroz vermelho concentra-se na Paraiba, sendo plantado cerca de cinco mil hectares por ano
(GOVERNO DA PARAIBA, 2015). Tal cultivo é exemplo da agricultura familiar e integragdo do

pequeno agricultor.
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Entretanto, fatores abidticos, que causam estresses na planta, como o déficit hidrico por

seca, caracteristica tipica da regido, que apresenta longos periodos de seca, tem influenciado de
forma negativa na produ¢do desse grao, causando danos a planta, promovendo uma redugao no
crescimento, desenvolvimento e na produtividade (OLIVEIRA, 2017). E com isso apresentado
modificacdes em sua morfologia, fisiologia, metabolismo e expressao de genes (WAHID et al.,
2007). Deste modo se faz necessario o uso de ferramentas biotecnologicas, como pesquisas ligadas
ao melhoramento genético, para minimizar os danos causados pelo estresse hidrico e com isso
maximizar a producao.

Os niveis de estresses causados pelos fatores abidticos podem ser reduzidos através de
microrganismos, como a interag¢ao planta/bactéria, que coloniza a planta, estimula o crescimento
e aumenta a produtividade (SAHARAN; NEHRA, 2011), tais bactérias sdo conhecidas como
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).

Entre tais bactérias destaca-se a Gluconacetobacter diazotrophicus, que proporciona o
crescimento do vegetal através da biossintese de fitormdnios, produzindo auxinas, giberelinas e
acido indol acético (AIA). Além da capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio nas plantas,
atuam como solubilizadoras de nutrientes no solo, produzem bacteriocina que atua no mecanismo
de defesa contra fitopatégenos (REIS et al., 2000; BERTALAN et al., 2009). A presenca dessas
bactérias pode também levar a producdo de substincias osmorreguladoras pela planta e atuar de
forma sinérgica, colaborando na tolerancia a seca (FILGUEIRAS et al., 2019).

Observa-se que em resposta aos estresses abidticos as plantas modificam sua morfologia,
fisiologia, metabolismo e expressdo de genes. E com isso passam por uma reprogramagao celular,
com alteragdes na expressao e no acimulo 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).

Tais modificagdes aclimatizam as plantas, por meio de um processo adaptativo
denominado memoria de estresse, que € uma pré-exposicao (priming) de diferentes tipos ou
recorréncia de estresse que altera as respostas subsequentes, exibindo uma ativagdo mais rapido
e/ou mais forte das varias vias de resposta, preparando a planta para estresses futuros (RAMIREZ
etal., 2015; LIU et al., 2014).

Nesse sentido, estudos que tem como intuito compreender os mecanismos tolerantes ao
déficit hidrico, podem ser apontados como uma alternativa para aumentar a produtividade do arroz

vermelho, sem aumento de custo na produgao.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar a ativagao dos mecanismos de memoria em plantas de arroz vermelho inoculadas

com G. diazotrophicus sob estresse hidrico.

2.2 Objetivos Especificos

v' Testar o desempenho das respostas bioquimicas ¢ moleculares de plantas de arroz
vermelho inoculadas com G. diazotrophicus sob déficit hidrico recorrente;

v Determinar se a tolerdncia do arroz vermelho ao estresse hidrico é determinada por
memoria molecular;

v" Obter dados de pardmetros bioquimicos e moleculares das plantas, para se avaliar os efeitos
dos tratamentos de inoculag¢do, em funcdo do manejo de deficiéncia hidrica;

v’ Avaliar a regulagdo da expressdo dos genes chaves, envolvidos nas vias de resposta ao

estresse hidrico, em plantas de arroz vermelho inoculadas por G. diazotrophicus.
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3. REVISAO DE LITRATURA

3.1. Arroz vermelho

Dentro da éarea destinada a rizicultura, destaca-se a produgdo de arroz vermelho, o qual
pertence a divisdo Angiosperma, classe monocotiledonea, ordem Poalis, familia Poaceae
(chamadas antes de Gramineae), subfamilia Oryzoideae, tribo Oryzeae, e género Oryza (NCBI,
2022). Dependendo do grau de domesticagdo pode ser classificado em arroz silvestre, arroz
vermelho daninho ou espontaneo e arroz vermelho (PEREIRA; MORALIS, 2014).

Classificada no grupo de plantas com sistema fotossintético C3, sendo considerado em
muitas condi¢des a principal planta daninha do arroz branco (GEALY; AGRAMA; JIA, 2012),
ainda ¢ pouco conhecido, mas ¢ cultivado principalmente no semiarido nordestino, produz
anualmente cerca de dez mil toneladas de graos (EMBRAPA, 2018).

Destacando-se, os Estados da Paraiba (Vales do Rio Pianc6 e do Rio do Peixe) e Rio
Grande do Norte (Vale do Rio Apodi) como maiores produtores e cultivado em menor escala por
pequenos agricultores nos estados do Ceara (municipio de Caridade), Pernambuco (municipios de
Serrita e Floresta), Bahia (Chapada Diamantina e Campo Formoso) (PEREIRA; MORALIS, 2014).

E uma cultura anual ou perene, o cultivo no pais ocorre sob dois sistemas, em varzea
(irrigado) e terras altas (sequeiro) (GOMES; MAGALHAES, 2004; EMBRAPA, 2019). Segundo
Barreto (2012), o plantio ¢ normalmente realizado utilizando sementes nativas ou variedades
tradicionais selecionadas ao longo do tempo, caracterizadas pela variabilidade, adaptabilidade as
condig¢des de cultivo e ampla base genética.

A temperatura 6tima para o desenvolvimento do arroz situa-se entre 20 e 35°C, sendo esta
faixa a ideal para a germinacao, de 30 a 33°C para a floragdo e de 20 a 25°C para a maturacao. O
arroz ¢ sensivel a temperaturas muito altas ou baixas, mas a sensibilidade varia de acordo com
cada cultura, em funcdo da fase fenoldgica (YOSHIDA, 1981; EMBRAPA, 2019).

O ciclo de crescimento e desenvolvimento do arroz vermelho tem sido dividido em trés
subperiodos: desenvolvimento da plantula, vegetativo e reprodutivo. Os estadios do
desenvolvimento da plantula sdo identificados pela letra S e por um nimero que varia de 0 a 3, um
periodo que vai da semeadura até a emergéncia. Ja os estddios vegetativos sdo identificados pela
letra V e por um niimero que varia de 1 a n, um periodo que vai da emergéncia até o aparecimento

do colar da ultima folha (folha bandeira) do colmo principal. E por fim, os estadios reprodutivos,
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identificados pela letra R associada a um niimero, que varia de 1 a 9, que se inicia através da

diferenciagdo da panicula até a maturag@o completa dos graos na panicula (COUNCE et al., 2000).

A planta apresenta porte alto, folhas verde-claras, decumbentes e pilosas, colmos finos,
redondos e vazios, composta por n6 e entrend, possuem dois tipos de raizes, as seminais ou
temporais e as secunddrias, adventicias ou permanentes, alta capacidade de perfilhamento e
sementes com pericarpo avermelhado, aristas longas, altas taxas de dorméncia e debulha natural.
Os orgaos sao divididos em dois grupos a) 6érgaos vegetativos: raizes, colmos ou caules e folhas;
e b) 6rgdos reprodutivos: flores e sementes (FONSECA et al., 2014; CORTES, 2018).

O grao ¢ formado pelo tegumento, que envolve a semente e se encontra diretamente ligado
ao pericarpo, membrana que envolve o fruto. O pericarpo ¢ envolvido pelas glumelas, pelo lema e
pela palea, que constituem a casca e sdo removidas durante o beneficiamento (VIEIRA;
CARVALHO, 1999).

O pigmento vermelho do grao ¢ devido 4 coloragdo avermelhada do pericarpo, ocasionada
por antocioninas, proantocianidinas e carotenoides, atribuindo assim aos graos altas propriedades
nutricionais (PEREIRA-CARO et al.,, 2013; SUMCZYNSKI et al., 2016). Os graos ainda
apresentam altos niveis de outros bioativos, como, gama-orizanol, acido fenodlico, acido fitico,
aminoacidos e 6leos essenciais (DENG et al., 2013; CHAKUTON et al., 2012).

Dos véarios componentes bioativos encontrados no arroz pigmentado, as antocianinas e as
proantocianidinas atuam como os antioxidantes, responsaveis pela redugdo dos radicais livres, que
reparam o DNA e células danificadas, e aumentam as células imunocompetentes (HARTATI et
al., 2017). E ainda conferem ag¢des repelentes contra alguns patogenos e predadores da cultura do
arroz (SWEENEY et al., 2006).

O arroz ¢ o segundo cereal mais cultivado no mundo, ocupando uma area aproximada de
163 milhdes de hectares e apresentando bom potencial produtivo (ANA, 2020). E um alimento de
importancia econdmica e cultural no Brasil, uma vez que esta incluso no cardapio da populacao
(FERREIRA et al., 2014).

Primeiro por ser um cereal que o grdo sai do campo e ¢ consumido praticamente sem
processo de industrializagdo e segundo pelo papel social, por fazer parte da alimentagdo de
populagdes com alto e baixo poder aquisitivo, devido apresentar um prego relativamente menor
em relagdo a outros cereais e por possuir um excelente balanco nutricional, fornecendo 20% da
energia (SOSBALI, 2018), E uma fonte importante de energia devido a alta concentragio de amido,
proteinas, minerais e vitaminas B (GUNARATNE et al., 2013; FALADE; CHRISTOPHER,
2015).

A procura por alimentos saudéaveis e diferenciados tem aumentado nas ultimas décadas,
buscando a substitui¢do de alguns ingredientes, e com isso os graos de arroz vermelho vem sendo

utilizado de diferentes formas como alternativa, a exemplo temos a farinha de arroz que ¢ utilizada
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como ingrediente em muitos produtos alimentares, incluindo bebidas, produtos a base de carne,

pudins, molhos para saladas e dietas sem glaten, atendendo pessoas portadoras de alergias ou
intolerancias alimentares (FALADE; CHRISTOPHER, 2015; ZHOU et al., 2019; BEZERRA et
al., 2020).

Menezes et al. (2012) ressalta que o arroz vermelho na forma de grio tem alto valor
agregado, enquanto que a sua forragem verde ¢ bastante rica em proteinas, e apresenta ampla
adaptabilidade as diferentes condi¢des de solo e clima.

Entretanto, fatores abidticos podem influenciar em todas as etapas do ciclo de vida da
cultura do arroz, a exemplo temos a disponibilidade de 4gua, que desempenha um papel crucial no

desenvolvimento do grao (PEREIRA et al., 2009).

3.2 Estresses abidticos, respostas fisiologicas e moleculares

A cultura orizicola ocupa posi¢do de destaque na producdo mundial, entretanto fatores
abidticos, que ocasionam estresses nas plantas, como o déficit hidrico, devido a distribuicao
irregular de chuvas, altas temperaturas, alagamento, salinidade, interferem na produtividade da
mesma, fazendo com quem tal cultura apresente um baixo potencial produtivo (OLIVEIRA, 2017).

De acordo com o relatério da Conab (2021), o arroz tem perdido area ao longo dos anos.
Nas tultimas dez safras, a area cultivada com arroz reduziu aproximadamente 39%, sobretudo em
areas de sequeiro, uma vez que o produtor tem optado por culturas mais rentaveis. Crusciol et al.
(2001), relata que a baixa produtividade pode ser atribuida a déficit hidrico, durante o
desenvolvimento da cultura. Comprometendo as fases em que o suprimento adequado de dgua ¢
indispensavel (CRUSCIOL et al., 2013).

Especialmente nas regides aridas e semidridas (ARZANI; ASHRAF, 2016). Onde a
escassez da 4gua nessas regides ocorre devido a distribui¢do irregular de chuvas, devido aos longos
periodos de estiagem, impossibilitando assim a pratica de irriga¢do na agricultura, uma vez que a
taxa de evapotranspirag¢do ¢ maior que a de precipitagdo durante a maior parte do ano (HOLANDA
et al., 2016). Segundo Bernini et al. (2020), além da seca ser uma limitagdo para a agricultura, ¢
também um grande desafio para seguranca alimentar mundial.

A 4gua ¢ essencial nos ciclos de desenvolvimento da planta, ela faz o transporte de
substancias pelo vegetal, faz as células meristemdticas crescerem de tamanho, permite que um
tecido ou um o6rgdo se sustente, ¢ responsavel pelo resfriamento vegetal, age como isolante
térmico, permite que 6rgaos e organelas se movimentem, estabiliza as estruturas de membranas e
compostos e possui importante papel nas reagdes quimicas (CAMPOS, 2017).

Taiz e Zeiger (2009), definiram o déficit hidrico, como um fator externo, que exerce uma

influéncia desvantajosa sobre a planta, quando todo o conteudo de 4gua no tecido ou na célula
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vegetal esta abaixo do contetido de maxima hidratacdo, e apds longo prazo de estresse, a 4gua na

planta ndo ¢ recuperada, causando decréscimo na produgao.

Segundo Monteiro et al. (2014), a restricdo hidrica é responséavel por sérias disfungdes nas
plantas. As plantas quando submetidas a déficit hidrico, reduzem o potencial osmotico, e
consequentemente, o hidrico das raizes, gerando um gradiente de potencial capaz de promover a
absor¢ao de agua, a partir do solo ou reduzindo a transpiracdo, permitindo que a planta mantenha
um potencial hidrico positivo (GUIMARAES et al., 2011).

Outras respostas fisiologicas que ocorrem em plantas decorrente desse estresse ¢ o
fechamento de estomatos, enrolamento foliar, retardo na data de florescimento, sinalizagdo via
acido abscisico, acimulo de solutos, aceleragao na senescéncia e abscisao das folhas, dentre outros
(HADIARTO; TRAN, 2011, FERRARI et al., 2015).

A restri¢do hidrica na fase vegetativa reduz o crescimento, diminui a area foliar e o
rendimento dos graos, podendo também causar a morte do organismo. Os tecidos vegetais
apresentam murcha e os foliolos tendem a se fechar para diminuir a exposi¢cdo da area foliar,
ocorrendo uma redu¢do na taxa fotossintética (SOUZA et al., 2013; FERRARI et al., 2015).

Como forma de minimizar os efeitos do déficit hidrico, os vegetais desenvolveram varias
técnicas para sobreviver, como ja citado, o fechamento dos estdmatos, que ocorre com o objetivo
de reduzir a perda de 4gua da planta para o ambiente externo (SOUSA; SOUSA, 2017). Resultando
na baixa concentragdo interna de CO2, acarretando assim a concentragdo de pigmentos
clorofilados envolvidos no processo de fotossintese (PRISCO; GOMES FILHO, 2010; SILVA et
al., 2012).

Segundo Souza et al. (2020), a avaliagdo dos danos promovidos pela restri¢do hidrica sobre
o aparato fotossintético ¢ essencial para compreensao dos efeitos da seca sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Como também pode-se avaliar a tolerancia dos vegetais utilizando-
se analises da prolina, pois o acimulo do aminidcido prolina ¢ a principal resposta ao estresse
abidtico (KAUR; ASTHIR, 2015).

Cada espécie responde de forma distinta aos estresses ambientais, devido a caracteristicas
morfolégicas, fisiologicas e historia evolutiva das espécies (OLIVEIRA, 2017). A cultura do arroz
tem sua morfologia, fisiologia, metabolismo e expressdo de genes modificadas por estresses
abidticos (WAHID et al., 2007).

A deficiéncia hidrica na cultura do arroz causa redugdes na altura das plantas, area foliar e
producdo de biomassa, aborto de perfilhos, mudangas na massa seca das raizes e na profundidade
de enraizamento, atraso no desenvolvimento reprodutivo, sistema radicular mais vigoroso,
acumulo de cera nas folhas, enrolamento foliar, conforme o estresse ¢ intensificado (LUO, 2010;
GUIMARAES et al., 2011). J4 na floracio reduz, de duas a trés vezes, o rendimento de grios
(PEDROSO, 1985).
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Devido ao déficit hidrico as plantas também produzem estresses secundarios, quando

submetidas a estresse hidrico, como as reacdes oxidativas, que ¢ responsavel por aumentar a
producdo de espécie reativas de oxigénio (EROs), que se apresentam com radicais livres, como na
forma molecular de um nao radical, sendo estas espécies o radical superdxido (O2-), perdxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxil (HO.) e oxigénio singleto (102) (ALVARENGA, 2016)

Segundo Barbosa et al. (2016), o estresse oxidativo ¢ definido como um desequilibrio entre
os niveis endoégenos de compostos antioxidante e compostos oxidantes, que podem causar danos
as estruturas celulares, podendo acarretar a morte celular e consequentemente a morta do vegetal.

Entretanto, os vegetais desenvolveram vias de defesa contra os efeitos gerados durante o
estresse, utilizando uma complexa rede de sinalizacdo genético-molecular e celular que as levam
a responder por diferentes vias metabolicas (NOVELLO et al., 2020). As vias sdo capazes de
monitorar os niveis de EROs através do controle da expressdo génica, como também da atividade
de diferentes enzimas ou rotas metabolicas, que amenizam a citotoxicidade (ALVARENGA,
2016).

O sistema celular de defesa antioxidante comega com uma cascata enzimadtica, que
apresenta um grande numero de compostos bioquimicos que desempenham papel fundamental na
regulacdo e homeostase da planta, os antioxidantes enddgenos, como a catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), peroxiredoxina (PRXs), deidroascorbato redutase (DHAR), acorbato peroxidase
(APX), glutationa peroxidase (GPX) e entre outras. Além dos componentes ndo enzimaticos,
dentre os quais se destacam o ascorbato, glutationa, B-caroteno e o a-tocoferol. Tais antioxidantes
podem evitar a formagao de radicais livres, sequestra-los ou promover sua degradagao, prevenindo
a ocorréncia de danos as células das plantas (GILL; TUTEJA, 2010; MILLER et al., 2010).

O déficit hidrico em arroz, estimula a atividades das enzimas APX, SOD e CAT, devido a
superexpressao de genes que codificam as enzimas antioxidantes (FILGUEIRAS et al., 2019). Os
niveis de estresses causados pelos fatores abidticos também podem ser reduzidos por meio de
microrganismos, como a interacdo planta/bactérias, que colonizam a planta e estimula o

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

3.3. Mitigadores do estresse hidrico

Para se adaptar a varias condigdes de estresses, como a seca, as plantas buscam formas de
minimizar a exposi¢do a tal fator determinante para a produgdo, como respostas adaptativas, as
quais incluem expressao de genes, que estdo relacionados ao estresse, como também modificagdes
fisiologicas, morfologicas e bioquimicas (SHUKLA et al., 2012).

A utilizacdo de técnicas agricolas tem sido utilizada para amenizar os danos causados pela

seca, como o uso de bioestimulantes, que atuam nas respostas das plantas a condi¢des estressantes
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(MARIANI; FERRANTE, 2017).

A utilizagdo dos bioestimulantes promove a planta: aumento da biomassa bioldgica do solo,
permitindo maior decomposi¢cdo e mineralizagdo da matéria organica, melhorando a eficiéncia
nutricional; maior enraizamento, o que leva a maior absor¢ao dos nutrientes e aumenta a eficiéncia
no uso da dgua; aumenta a eficiéncia dos mecanismos de defesa, das atividades fisiologicas, na
sintese de metabolitos essenciais e promove o crescimento da parte aérea; resultando assim em
maior produtividade e qualidade no produto final (DU JARDIN et al., 2015).

Para minimizar os efeitos do estresse hidrico rotas metabolicas sdo ativadas apara estimular
o aumento da produgdo de osmodlitos, como agucares (trealose, sacarose e frutose), polidis,
aminoacidos (prolina), 4cidos organicos, compostos de amonio (poliaminas e glicina betaina) e
ions (Cat+, K+ e Cl-) (FANG; XIONG, 2015; HATZIG et al., 2014; HARSH et al., 2016). O
acimulo e o ajustamento destes osmolitos no interior do vegetal ¢ um exemplo eficiente de
resposta ao processo adaptativo de tolerancia ao estresse hidrico e importantes na manutencao do
turgor celular e crescimento das plantas (BLUM, 2016).

Cvikrova et al. (2013), ressalta que também ocorre o ajustamento osmotico, um processo
de manutencdo do potencial hidrico nas células vegetais, durante a limitacdo de agua. A exemplo
temos o aminoacido prolina, o qual estd envolvido na sintese de carboidratos fibrosos, como a
lignina, o que diminui as perdas de dgua pelos vegetais, reduzindo danos e evitando as perdas na
producdo (CASTRO, 2017).

Segundo Velloso et al. (2019), varios insumos biologicos vém sendo utilizado no setor
agricola, e os mais utilizados estdo os inoculantes microbianos. Os quais podem ser definidos como
um produto que contém uma ou mais cepas de microrganismos que atuam no desenvolvimento das
plantas, o qual se inclui, as bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCVs).

Diversas bactérias promotoras de crescimento vegetal vém sendo empregada no campo, as
mais conhecidas incluem membros do género Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas,  Enterobacter, Klebsiella, —Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Azoarcus e Arthrobacter (STURZ; NOWAK, 2000; HARDOIM et al., 2008;
ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

A utilizacdo de tais bactérias tem como objetivo minimizar os efeitos causados pelos
estresses abidticos, promovendo adaptacdes as condi¢des adversas (YANG et al., 2009;
ADESEMOYE; KLOEPPER, 2009). Algumas delas sdo encontradas na superficie das raizes,
enquanto outras invadem os tecidos das plantas, conhecidas como endofiticas (DALL’ASTA,
2017).

Sousa et al. (2019), relata em suas pesquisas que sdo poucos os estudos sobre tais
inoculantes microbianos, como eles interagem com os vegetais e quais os mecanismos envolvidos

na promog¢ao do crescimento.
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3.4. Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

As bactérias promotoras de crescimento de vegetal interagem com as raizes ou se alojam
nos tecidos oferecendo muitos beneficios para as plantas hospedeiras, para aumentar a
produtividade, como promocdo do desenvolvimento das plantas, defesa contra patdégenos e
tolerancia a estresses abioticos, incluindo o déficit hidrico, também aumentar a absor¢ao de
nutrientes, reduzindo assim a utilizacao de insumos quimicos, e consequentemente reduz os custos
de produgdo e impactos ambientais (ARAUJO et al., 2012; YANG et al., 2009).

Em troca a planta libera exsudatos pelas raizes, como aminoacidos, agucares e acidos
organicos, os quais sdo fonte de carbono e apresentam rica fonte de energia e nutrientes para as
bactérias (TURNER et al., 2013; SASSE et al., 2018).

A planta reconhece os microrganismos que podem atuar na rizosfera ou endofiticamente
através da qualidade e quantidade de material excretado pelas raizes, varios fatores bioquimicos
estdo envolvidos para que haja a compatibilidade planta-bactéria, permitindo assim o
estabelecimento molecular do microrganismo (DOORNBOS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

Os efeitos observados como resultado na promogao do crescimento sdo: aumentos na taxa
de germinagdo de sementes, comprimento de raizes, crescimento de colmos ou caules, aumento do
numero de folhas, flores, area foliar e rendimento das culturas no campo (RODRIGUES et al.,
2012).

Algumas bactérias fixam nitrogénio em plantas, processo conhecido como fixagdo
biologica de nitrogénio (FBN). Essas bactérias podem colonizar a rizosfera e/ou toda a planta e
estabelecerem-se em nichos protegidos do excesso de oxigénio ou de outros fatores, o que lhes
permite expressar seu potencial para FBN (FAGOTTI et al., 2012).

Segundo Soares et al. (2014), a qualidade fisiologica de sementes de arroz quando
inoculada com rizobactérias ¢ influenciada positivamente, sendo tais efeitos significativos para
percentual de germinagdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento das partes aérea e

radicular.

3.5. Gluconacetobacter diazotrophicus

Entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal, destaca-se a Gluconacetobacter
diazotrophicus, pertencente ao filo das Proteobactérias, classe a-proteobacteria, familia
Acetobacteraceae, do género Gluconacetobacter, ¢ uma bactéria Gram-negativa mével, ndo tem
movimento espiralado, contem flagelos laterais, apresenta 6timo crescimento com pH variando
entre 4,5-5,8. Crescem em alta concentracao de sacarose (10% sacarose) e tem a habilidade de

fixar nitrogénio em condi¢des microaerofilicas (KERSTERS et al., 2006; MENESES et al., 2011;
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CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988).

E uma bactéria endofitica, pois nio ¢ isolada a partir do solo ou rizosfera, pois é encontrada
apenas colonizando tecidos internos da planta (BALDANI et al., 1997). Apresenta sensibilidade a
condicdes de seca, mas ¢ tolerante ao calor e concentragdes de sais no meio de cultura, quando
submetida a tratamento térmicos, resiste até 50 °C por 2 a 3 horas e ¢ utilizada em outras culturas
para o controle de patdégenos (TEJERA et al., 2003; ORTEGA et al., 2001).

Gluconacetobacter diazotrophicus proporciona o crescimento do vegetal através da
biossintese de fitormdnios, produzindo auxinas, giberelinas e acido indol acético. Além da
capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio nas plantas, atuam como solubilizadoras de
nutrientes no solo, como o fosfato e o zinco, através da secre¢do de acidos organicos bacterianos,
bem como, produzem bacteriocina que atua no mecanismo de defesa contra fitopatdgenos
(OLIVEIRA et al., 2018).

A presenca de G. diazotrophicus pode também levar a producdo de substincias
osmorreguladoras pela planta e assim atuar de forma sinérgica, intermediar mudangas na
elasticidade das paredes das células radiculares, colaborando na tolerancia a seca (DIMKPA et al.
2009).

Filgueiras et al. (2019), observaram em suas pesquisas, que plantas de arroz vermelho
quando submetidas a niveis de restricdo hidrica apresentaram alteragdes fisiologicas e
bioquimicas, no entanto, sob condi¢des de inoculacdo com G. diazotrophicus as condigdes de
deficiéncia hidrica foram mitigadas, com incrementos nos teores de clorofila a e b, bem como na

taxa de fotossintese liquida.
3.6. Mecanismos de memoria contra estresse hidrico em plantas

O déficit hidrico, considerado um estresse abidtico mais limitante para os vegetais, se
destaca por causar danos a planta, promovendo uma reduc¢do no crescimento, desenvolvimento e
produtividade, ja que a dgua ¢ elemento vital para o bom desenvolvimento e funcionamento dos
organismos (OLIVEIRA, 2017).

Em resposta aos estresses abioticos as plantas modificam sua morfologia, fisiologia,
metabolismo e expressdo de genes. E com isso passam por uma reprogramag¢do celular, com
alteracdes na expressdo ¢ no acumulo de transcritos de muitos genes (WAHID et al., 2007;
HASHIGUCHI et al, 2010; KAVAR et al., 2007). Tais modificagdes podem ser irreversiveis e
apresentarem caracteristicas permanentes, preparando a planta e protegendo-a para estresses que
venha sofrer futuramente (RAMIREZ et al., 2015).

As plantas alteram suas respostas durante estresses recorrentes por meio de um processo
adaptativo denominado memoria de estresse, que ¢ uma pré-exposicao (priming) de diferentes

tipos ou recorréncia de estresse que altera as respostas subsequentes, exibindo uma ativagdo mais
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rapido e/ou mais forte das varias vias de resposta (LIU et al., 2014).

Ding et al. (2012), observaram que as exposicdes a diferentes condigdes de estresse hidrico
permitiram que as plantas respondessem a um novo estresse mais rapidamente, apresentando
mudangas adaptativas de expressdo de genes quando comparados com as plantas ndo previamente
expostas a um estresse hidrico. Segundo Habu et al. (2001), essas mudangas desempenham um
papel importante na modulacdo da expressdo do gene pelo mecanismo que liga e desliga em
resposta a um estimulo ambiental, ou seja, uma regulagdo epigenética.

O termo epigenética significa “em adicdo a informacdo genética codificada no DNA”
(FEINBERG; TYCKO, 2004) e ¢ utilizado para definir mudancas que ocorrem na expressao
génica sem ocorrer nenhuma alteracao na sequéncia do cédigo genético (GIBBS, 2007; JIRTLE;
SKINNER, 2007; WAGGONER, 2007).

Um dos mecanismos epigenéticos mais comum ¢ a metilagdo da citosina no DNA, em que
ocorre a variacao da base covalente no DNA das plantas (ALSDUREF et al., 2016). A metilacdo na
codificacdo ou regides reguladoras impedem a expressio de genes alvo, enquanto que na
desmetilacdo ocorre a ativagdo de genes no genoma eucariota e que em plantas essas alteracdes
podem ser hereditarias (MENG et al., 2012; SHAN et al., 2013).

Tendo ambos os efeitos epigenéticos e mutagénicos, a metilagio do DNA desempenha um
papel importante na regulagdo epigenética das plantas com a expressao de genes em resposta a
fatores ambientais (TAN, 2014; BECKER et al., 2011), ou seja, a memdria ao estresse pode ser
mantida por apenas curtos periodos de tempo, quando dependente da meia-vida de proteinas, RNA
e metabolitos induzidos pelo estresse, como também pode durar mais tempo quando se tratar de
reprogramacao na fenologia e morfologia das plantas (HANSON; SKINNER, 2016).

Os processos epigenéticos podem induzir alteracdes na expressdo de genes através de
hipometilacdo ou hipermetilagio do DNA (BRUCE et al., 2007, DING et al., 2012). As alteragcdes
dos tipos hiper ou hipometila¢ao sio indicadores da supressao ou expressao de genes relacionados

ao estresse sob a seca (CHEN; CHEN, 2008; SHEN et al., 2012; GAYACHARAN; JOEL, 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacio da area experimental

O presente trabalho foi realizado na casa de vegetacado, localizado no Campus I da UEPB,
pertencente ao Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal, nas dependéncias do Complexo Integrado
de Pesquisa Trés Marias, na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB-CAMPUS I), em Campina

Grande — PB, no periodo compreendido entre os meses de janeiro de 2021 a julho de 2021.
4.2 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 condi¢des de inoculagdo com a bactéria endofitica G.
diazotrophicus (I1= sementes ndo inoculadas e I2= sementes inoculadas) e trés momentos de
restri¢do hidrica a 50% da capacidade de campo (M1= plantas irrigadas diariamente a 100% da
capacidade de campo; M2= plantas submetidas a deficiéncia hidrica por 15 dias na fase vegetativa
(V3) e submetidas a deficiéncia hidrica por 15 dias na fase reprodutiva (R3); e M3= plantas
submetidas a deficiéncia hidrica por 15 dias na fase reprodutiva (R3). Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, em um fatorial 2x3, sendo 6 tratamentos com 5 repeti¢des, onde cada

repeticao foi composta por 10 plantas, resultando em 30 unidades experimentais.
4.3 Processo de Inoculacio

A inoculagdo, foi realizada utilizando a estirpe PALS 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 KH>PO4.7H>O; 0,5 g de MgS04.7H,0; para 1L, pH 6,8
(RODRIGUEZ NETO et al., 1986), a 30 °C sob agitacao a 150 rpm por 48 horas. Em seguida
fordo semeadas em placas com meio semi-especifico, LGI-P (DOBEREINER et al., 1995). Apos
a reativacdo da estirpe, verificou-se a pureza da mesma e posteriormente, ocorreu a multiplicao
em tubos contendo meio DYGS nas condic¢des citadas anteriormente. Em seguida lavou-se as
estirpes com solugdo salina e a densidade 6ptica (em 600 nm) ajustada para 0,9 - 1,5 ml, e utilizou-

se a ressuspensdo bacteriana para inocular em Erlenmayers de 250 ml, contendo 50 ml do meio
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DYGS a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas (Figura 1A). Determinou-se o nimero de

células viaveis utilizando o método de microgota, no respectivo meio para cada bactéria
(SPENCER e RAGOUT, 2001). Em seguida, adicionou 15 ml do caldo bacteriano em sacos de
polipropileno contendo 35 g de turfa para produzir o inoculante utilizado (Figura 1B). Em seguida,
o inoculante foi homogeneizado e incubado a 30 °C por um periodo de 24 horas (fase de
maturagdo) (Figura 1C).

As sementes de arroz foram umedecidas com agua estéril (Figura 1D) e posteriormente
misturadas com a turfa numa propor¢ao 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, colocou-

se as sementes inoculadas para secar a sombra (Figura 1E).

Figura 1. Processo de inoculagdo da semente com a bacteria.

Os vasos utilizados no experimento foram de 50 L, preenchidos com uma camada de 5 cm
de brita, areia grossa e material de solo franco-arenoso. Realizou-se a adubacgdo de fundagao,
baseando-se nos dados da anélise de amostras do solo, inclusive, com incorpora¢ao de matéria
organica, nas quantidades recomendadas para cultivo de arroz (FREITAS et al., 2008).

Realizou-se a cultivo das sementes (Figura 2A), 40 sementes por vasos, € apos quatro dias
foi possivel observar o inicio da germinagao (Figura 2B). Apos 15 dias de semeadura das sementes,

realizou-se o desbaste, restando apenas 10 plantas de vasos.

Figura 2. Implatantagdo do experiemento.
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4.4 Parametros em estudo

4.4.1 Parametros Bioquimicos

Apds andlises fisioldgicas, coletou-se amostras foliares para verificacdo de pigmentos
fotossintéticos, as quais foram acondicionadas em nitrogénio liquido de modo a diminuir o
metabolismo das folhas. Os teores de clorofila a e b (mg dm™) foram determinados no Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal da Universidade Estadual da Paraiba seguindo o método laboratorial
desenvolvido por Arnon (1949).

Determinou-se o teor de prolina utilizando o 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 4cida; 1,0 mL de acido acético glacial. Ap6s banho-maria fervente por 60 min.,
resfriaram-se os frascos e efetuou-se leitura do composto colorido a 520 nm. Como referéncia,
utilizou-se uma reta padrao com L-prolina.

A peroxidacao de lipidios, determinou-se estimando-se o teor de substincias reativas ao
acido 2-tiobarbiturico (TBA) e expresso em equivalentes de aldeido malénico, MDA (CAKMAK;
HORST, 1991). Realizou-se a extra¢do pela homogeneiza¢do de amostras foliares em 4 mL de
acido tricloroacético 0,1% (p/v) e o homogenato centrifugou-se a 15.000 g, por 15 min, a 4°C. Os
tubos, entdo, foram fortemente agitados e incubados a 90°C, por 20 min. Parou-se a reacdo em
banho de gelo e a mistura clarificada por centrifugacao a 13.000 g, por 8 min a 4°C. Em seguida,
a absorbancia (ABS) da amostra foi registrada a 532 nm em um espectrofotdmetro e a ABS
inespecifica (a 600 nm) descontada.

Determinou-se a glicina betaina segundo o método de Grieve & Grattan (1983). Macerou-
se as amostras em 2 mL de dgua destilada sob agita¢do constante, a temperatura ambiente, por um
periodo de 4 horas, seguindo de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos, a 25 °C. Coletou-se o
sobrenadante e dele retirou-se uma aliquota de 250 puL para a quantificagdo de glicina betaina. Para
isso, 250 pL de écido 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 potéssio (a
aproximadamente § °C) foram adicionados e a mistura incubada por 16 horas a 0 °C. Centrifugou-
se as amostras a 3.500 g, por 15 minutos a 0 °C, e o residuo coletado. Este foi lavado por duas
vezes em 2 mL de dcido sulftrico 1 N (a aproximadamente 8 °C) e apds realizou-se a centrifugacao
a3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, dissolveu-se o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetano, por meio
de agitacdo vigorosa. Apos 2,5 horas de repouso, a ABS das amostras foi obtida a 365 nm e para
os célculos utilizou-se uma curva padrdo de glicinabetaina. Os resultados foram expressos em mg

glicina - betaina g'! MS.
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4.4.2 Parametros Moleculares

As variaveis moleculares avaliadas foram a expressao relativa de genes relacionados a
defesa vegetal contra a seca e analise do padrao de metilacio dos mesmos genes de acordo com
Portinho (2015).

Para analise de expressdo, amostras foliares serdo coletadas, mantidas em nitrogénio liquido
e, em seguida, armazenadas em ultra freezer (-80 °C). Posteriormente, sera realizada a extracao de
RNA das amostras coletadas, por meio da utilizagdo do kit de extragdo Pure Link® RNA Mini Kit
(Ambion®) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O RNA total serd extraido a partir de
um pool de 10 plantas, de diferentes repeticdes, a fim de aumentar a eficiéncia no isolamento de
sequéncias expressas, mRNA, relacionadas as respostas do processo de defesa. Apds as extragdes
do RNA total, as amostras serdo quantificadas via espectrofotometria no aparelho Nano Vue Plus™
(GE Healthcare), e a analise da integridade do RNA sera verificada por eletroforese em gel
desnaturante com concentragcdo de 1% de agarose. As amostras de RNA com razio 260/280 nm
entre 1,8 € 2,0 serdo utilizadas na sintese do cDNA por transcri¢do reversa a partir de 400 ng.ul'! de
RNA total, utilizando o kit SuperScript TM II RT da Invitrogen.

Avaliou-se a expressao dos genes selecionados por PCR em tempo real (QPCR) com o Kit
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) usando termociclador iCycler (Applied
Biosystems). Cada rea¢do de PCR continha 12,5 pL. de Master mix SYBR Green 2X, 1mM de
oligonucleotideos especificos para cada gene, conforme a Tabela 1, e quantidades apropriadas de
cDNA em uma reagdo com volume total de 25 pL. Aqueceu-se os sistemas da reacdo de qPCR 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. Empregou-se 0 método 2-44¢T

para a quantificagdo relativa do cDNA e utilizou-se o gene
UBQS5 (ubiquitina) como controle endégeno. Os resultados corresponderam a média de ensaios
em triplicata e trés repeticdes biologicas.

Para andlise de metilagdo do DNA das sequencias genicas acima citadas, utilizou-se a
técnica da Modificagdo por Bissulfito de Sodio. Onde, depois de extraido, 300 ng de gDNA foram
modificados por bissulfito de sodio, utilizando Methyl SEQrTM Bisulfite Conversion Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Durante a
reacdo, o bissulfito de sodio alterou seletivamente as citosinas ndo metiladas, convertendo-as em
uracilas, enquanto as citosinas metiladas permaneceram sem reagir (Figura 1). Os DNAs

convertidos foram ressuspensos em tampao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8 - 8,5, com EDTA 1 mM)

em volume final de 40 pL e armazenados a 4 °C.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na analise por qPCR, especificos para cada

gene, expressos em arroz vermelho.

Nome do gene Sequéncia

Referéncia

Senso

Sodl CTGATGATCTTGGAAAGGGTGG
Anti- Senso
GTGCTGGGAGATGGAAGGT

Rossatto et al. (2017)

Senso

Gor CACCTGTTGCACTGATGGAG
Anti- Senso
GTTCACTCAAGCCCACTACTG

Rossatto et al. (2017)

Senso

Cat GACAAGGAGAACAATTTCCAACAG
Anti- Senso
AGTAGGAGATCCAGATGCCAC

Rossatto et al. (2017)

Senso

P5CR GTTGGTCTGGTCATCGAAGATT
ACCACTTCGACCGCCACTACT
Anti- Senso
CATTCTCAGTAGCCATCTCCC

Rossatto et al. (2017)

Senso

BADH AAGCCATCTGAGCTTGCTTC
Anti- Senso
CTTCAGTGCCCAGACCAGTA

Fitzgerald et al. (2008)

Senso

PR-1 CGTCTTCATCACCTGCAACTACTC
Anti- Senso
CATGCATAAACACGTAGCATAGCA

Qiu et al. (2007)

Senso

PR-10 CCCTGCCGAATACGCCTAA
Anti- Senso
CTCAAACGCCACGAGAATTTG

Qiu et al. (2007)

Senso

UBQI10 TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG
Anti- Senso
GCACCACAAATACTTGACGAACAG

Rossatto et al. (2017)

Fonte: FILGUEIRAS et al. (2019).
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Figura 3. Transformagdo por bissulfito de sodio. Na transformagdo apenas as citosinas nao
metiladas sdo convertidas em uracilas e transcritas como adeninas durante a PCR. As citosinas
metiladas permanecem inalteradas e durante a amplificagdo sdo transcritas como guaninas. Fonte:
PORTINHO (2015).

Analisou-se o padrdo de metilagdo dos genes pelo sistema COBRA (COmbined Bisulfite
Restriction Analysis) que combina a modificagdo por bissulfito, a amplificacdo da regido de
interesse por PCR e digestdo por enzimas de restri¢do especificas (New England Biolabs, Beverly,
MA, EUA). Realizou-se as analises em triplicata em todas as amostras. Inicialmente, 6 ng de DNA
modificados por bissulfito foram amplificados em rea¢do contendo: Go Taq Green Master Mix
(Promega Corporations, Madison, WI, EUA), 10 mM de cada conjunto de primers (Tabela 1) e
agua RNAse free para completar o volume final. Os parametros das ciclagens estdo listados acima.
Posteriormente, digeriu-se metade dos produtos de amplificagdo por enzimas de restrigdes. Estas
enzimas reconhecem regides especificas do DNA clivando-o. Quando as citosinas estavam
metiladas no DNA gendmico ndo ocorreu alteragdo destas durante o processo de modificagdo por
bissulfito, com isso, ap6s a PCR, estas enzimas de restrigdo foram capazes de identificar estas
citosinas e, conforme a enzima pdde ou ndo clivar estas regides. Submeteu-se a outra parte as
mesmas condi¢des das solucdes digeridas, porém sem enzima. Padroes comerciais (EpiTect® -
PCR control DNA set, QIAGEN, Mississauga, ON, CA), com niveis de metilagdo de 0% e 100%,
estiveram presentes em cada uma das reacdes sendo sujeitos as mesmas condigdes as quais as

amostras foram submetidas. Incluiu-se estes controles em triplicata em cada experimento.

4.5 Analises estatisticas

Submeteu-se os dados das variaveis de resposta obtidos a analise de variancia pelo teste
(F) a 5% de probabilidades. Para as variaveis significativas (p < 0,05), aplicou-se o teste de
comparag¢do de médias (Teste de Tukey). Realizou-se as andlises estatisticas e preparo dos graficos

utilizando o software SIGMAPLOT 11.0 (SYSTAT SOFTWARE INC., 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade do inoculante utilizado

A contagem do nimero de células viaveis presentes no inoculante mostrou uma populacao
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 numero de células vidveis se mantém
acima de 108 células g'! por um periodo de até 180 dias ap6s a produgido (FERREIRA, 2004).

Bashan (1998), recomenda que a populag¢do no inoculante seja superior a 10® células g!
para se obter uma inoculacdo bem sucedida. Por outro lado, a contagem do nimero de células
presentes nas sementes peletizadas mostrou uma populagdo ao redor de 10° células g'!' na semente.
E importante introduzir no solo um namero suficiente de células para garantir uma populagdo com
a capacidade de competir com os microorganismos nativos e sobreviver as condigdes adversas no

solo.

Tabela 2. Contagem realizada no inoculante produzido e nas sementes inoculadas com a estirpe
G. diazotrophicus PALS, utilizada no experimento. Campina Grande/PB, 2015.

Log do n° células g!

Tratamentos Meios de Semente Semente nao
Inoculante
cultura inoculada inoculada
PAL5S LGI-P* 9,65 9,30 N.D.

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

5.2 Estimativa do nimero mais provavel (NMP) nas raizes e nas folhas

A analise sobre o nimero de bactérias diazotroficas presentes nas raizes e folhas lavadas,
avaliadas durante o estddio de desenvolvimento reprodutivo, mostrou a presenga de bactérias
diazotroficas em todos os tratamentos inoculados, porém ndo sendo detectadas nos tratamentos
controle (ndo inoculados) (Tabela 3). Em todos os tratamentos inoculados se verificaram
concentragdes de G. diazotrophicus PAL5 maiores que 10° UFC g'!. 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 concentragdes
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maiores que 10° UFC g!. Por outro lado, Sabino (2007), ndo encontrou diferenga no niimero 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 maturagdo de graos.

Dentre os microorganismos com capacidade de fixar nitrogénio existem diferentes
procariotos, como arquebactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas que
apresentam grande diversidade morfoldgica, fisioldgica, genética e filogenética (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Dentro da microbiota do solo, particularmente na rizosfera, estd uma grande
parte das bactérias diazotroéficas (WAKELIN et al., 2009).

Baldani (1996), sugere que em sistemas com solo, o controle ndo inoculado possui
populagdes nativas de bactérias diazotréficas que alcangam o mesmo niimero 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 promog¢ao de crescimento
vegetal.

Foi observada diferenca na populacdo de bactérias entre os tecidos de arroz vermelho
coletados sob as condicdes testadas (Tabela 3). Rouws et al. (2010) também nao encontraram uma
tendéncia definida a respeito do comportamento das estirpes H. seropedicae ZAE94, S. azotifigens
e S. trueperi testadas durante o ciclo da cultivar de arroz BRS Talento. Experimentos de inoculagao
de arroz com e sem adubagdo nitrogenada mostraram que o nimero de bactérias diminuiu com a
idade da planta, atingindo o equilibrio no estadio de maturacdo, o que corresponde a fase final do

ciclo da cultura (BALDANI, 1996; FERREIRA, 2004).

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

vegetativo. Campina Grande/PB, 2015.

Tratamento Meio de Cultura Reprodutivo
Raizes Folhas
Nao inoculado LGI-P*™ N.D. N.D.
PALS LGI-P*™ 544 +0.24° 536+0.34"

*Média + desvio padrio (n=3), ““Meio LGI-P (semi seletivo para Gluconacetobacter spp.). N.D. (Nio detectada).

No estudo dos fatores de diferentes condigdes de restri¢cao hidrica (100%, 70%, 50% e 30%
da capacidade de campo) e as condi¢des de inoculagdo (com e sem inoculagdo) do arroz vermelho
405 Embrapa meio norte influenciaram, significativamente, nos resultados das varidveis estudadas

(Bioquimicas e moleculares) nas avaliacdes sob estresse recorrente, analisados a 1% de

probabilidade.
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5.3 Pigmentos fotossintéticos
5.3.1 Teores de clorofilaaeb

Os efeitos de inoculacdo com G. diazotrophicus em plantas de arroz vermelho promoveram
efeitos significativos entre todos tratamentos de disponibilidade de 4gua para os teores de clorofila
a e clorofila b (Figura 4). O mesmo comportamento ndo foi observado para as plantas nao
inoculadas. As plantas de arroz vermelho que cresceram sob estresse recorrente, obtiveram maior
producdo de clorofila a e b, enquanto que nos outros tratamentos foram verificadas menores
concentragdes de clorofila a e b, esse comportamento tanto para plantas inoculadas com G.

diazotrophicus como para as plantas ndo inoculadas.
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Figura 4. Teores de clorofila a, b, total e carotendides em folhas do genotipo de arroz vermelho
sob diferentes condicdes de restricdo hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina
Grande/PB, 2022. As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. Medias seguidas
de letras minusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢do de
inocula¢do) e médias seguidas de letras maitsculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste
de F (p<0,05) (disponibilidade de 4dgua). I = irrigagdo em todo o experimento, SV = estresse na
fase vegetativa, SVR = estresse na fase vegetativa e reprodutiva.

A clorofila ¢ o principal pigmento responsavel pela captacdo da energia luminosa utilizada

no processo de fotossintese e, dessa forma, a concentragdo de pigmentos tem sido frequentemente
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utilizada como um indicador do efeito dos estresses ambientais sobre as plantas (TAIZ; ZEIGER,

2009). Estudando a eficiéncia de genotipos de arroz no uso de nitrogénio em solos de terras altas,
Campestrini et al. (2014), verificaram que as cultivares de arroz, BRS-Bounanga e BRS-primavera,
com alto teor de nitrogénio apresentou maiores médias de clorofila a e b.

E de acordo com Barbieri Junior (2009), o indice de clorofila nas folhas das plantas
apresenta uma alta correlagdo com o teor de N da planta, diante disso, ¢ considerado um método
eficiente para a avaliacdo do estado nutricional das plantas. E sob condi¢des de estresse, pode
haver uma inibi¢do da sintese do acido 5-amino levulinico, molécula precursora da clorofila, ou
aumentar a atividade da enzima clorofilase que degrada a clorofila (TAIZ; ZEIGER, 2009) e as
plantas podem sofrer alteragdes no conteudo dos pigmentos fotossintéticos devido a mudanga na
translocagdo do carbono e do nitrogénio (LIONETTI et al., 2012).

Bactérias endofiticas, estimulam a producdo de citocininas e a sintese de pigmentos de
clorofila (JELIC; BOGDANOVIC, 1989). Adicionalmente, o aumento do conteudo de clorofila
em plantas tratadas com estirpes endofiticas ¢ devido a absorcdo de elementos essenciais
especialmente o nitrogénio, sendo este, essencial para a sintese da clorofila, onde esse pigmento ¢
uma molécula chave para fotossintese. Além disso, o nitrogénio ¢ um componente essencial dos
aminoacidos, que os blocos de construcdo de proteinas.

De acordo com Parida e Das (2005), o estresse hidrico provoca alteragdes nas atividades
das enzimas, responsaveis pela sintese da clorofila, resultando na perda de pigmentos. O teor de
clorofila ¢ reduzido significativamente sob estresse hidrico, devido a inibicdo de enzimas
necessarias para a sua biossintese (SHENG et al., 2008; MURKUTE et al., 2006) e também por
captagdo limitada de nutrientes. Plantas inoculadas com bactérias endofiticas em resposta ao
estresse hidrico aumentaram o teor de clorofila (SANNAZZARO et al., 2006; COLLA et al., 2008;
ZUCCARINI, 2007), sugerindo uma menor interferéncia da falta de dgua na biossintese de
clorofila (GIRI; MUKERIJI, 2004).

Na analise de carotenoides, nas plantas de arroz vermelho com estresse recorrente,
observou-se que tanto as plantas inoculadas com G. diazotrophicus e as plantas ndo inoculadas
proporcionaram um aumento significativo no teor do pigmento analisado (Figura 4).
Adicionalmente, verifica-se que, ao se aumentar os niveis de restri¢cao hidrica, apresentaram-se
acréscimos nos niveis de carotendides, tanto na presenc¢a quanto na auséncia da bactéria nas plantas
de arroz vermelho. Comportamento esse, contrario aos teores de clorofila.

Segundo Li et al. (2010), a determinag@o do teor de carotendides ¢ importante, uma vez
que estes atuam como fotoprotetores no fotossistema I, dissipando o excesso energético incidente
sobre a folha na forma de luz, evitando por meio de seu elevado potencial antioxidante, que as

clorofilas sejam danificadas. E Taiz e Zeiger (2009), retratam que, além de pigmentos acessorios,
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os carotendides desempenham papel essencial na fotoprote¢do, protegendo o aparelho

fotossintético contra o oxigénio singleto ('O2), extremamente reativo, que danifica muitos
componentes celulares, como lipideos. Portanto, esses pigmentos sdo importantes na prevengao da
inducdo de danos oxidativos causados pelo estresse (WAHID, 2007).

Liu et al. (2011) e Ghobadi et al. (2013), também constataram diminui¢do no conteudo de
carotendides quando as plantas estavam sob estresse hidrico. Ressalte-se que esse pigmento
desempenha um papel importante na foto-prote¢do (MUNNE-BOSCH; PENUELAS, 2003), onde
seu aumento sob condi¢cdes de déficit hidrico na planta indica uma maior foto-protecdo
(ELSHEERY; CAO, 2008).

Muitas plantas que interagem com bactérias endofiticas emitem carotendides envolvidos
na prote¢do contra varios estresses, mas a contribuicdo das bactérias endofiticas a producao de
isoprendides pelas plantas tem sido pouco investigado, especialmente sob estresse hidrico
(RAPPARINTI et al., 2008;. ASENSIO et al., 2012). Raizes de plantas inoculadas produzem
quantidades elevadas de isoprendides especificos derivados carotendides (WALTER; STRACK,
201 1).

5.4 Acimulo de malondialdeido (MDA)

O actmulo de malondialdeido (MDA) na peroxidag¢ao lipidica sofreu influéncia conforme
0 estresse recorrente € no decorrer que aumentava o nivel de estresse hidrico tanto no arroz
vermelho inoculado e ndo inoculado com G. diazotrophicus (Figura 5), verificando uma maior

quantidade de MDA no arroz ndo inoculado, principalmente sob estresse recorrente.
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Figura 5. Acimulo de malondialdeido em folhas do genétipo de arroz vermelho sob diferentes
condicdes de restri¢ao hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2022.
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As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. As barras indicam o desvio padrao
da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢do de inoculagcdo) e médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (disponibilidade de agua).

Diferentemente de Zain et al. (2014), estudando o efeito do estresse hidrico no arroz com
adubacao potassica durante o periodo do estresse constatou que houve uma diminuicao no teor de
MDA na peroxidagdo lipidica nas células das plantas sob estresse, fato também observado por
Shukla et al. (2012). E a tolerancia do arroz a efeitos do estresse pode ser devido ao aumento de
atividades das enzimas antioxidante que reduz a producdo de MDA (ZAIN et al., 2014). Sendo
que a peroxidacao lipidica € utilizada como um dos principais indicadores da ocorréncia de estresse
oxidativo, uma vez que as EROs reagem com &cidos graxos insaturados e causam a peroxidacao
de lipidios nas membranas, levando a perda de eletrolitos e fungdes celulares (GRATAO et al.,
2005).

A seca ¢ um estresse abidtico que afeta as plantas em varios aspectos, reduzindo o potencial
osmotico da célula vegetal, elevando as concentragdes de solutos no citoplasma (ZAIN et al.,
2014), afetando também o fechamento osmético, diminuindo a transpiragdo, fotossintese (RAZAK
et al., 2013). Alguns autores como Moran et al. (1994); Pinheiro et al. (2004); Molinari et al.
(2007), sustentam a hipdtese de que a peroxidacdo lipidica ¢ induzida por déficit hidrico em
sistemas vegetais que ndo apresentam algum mecanismo de tolerancia, havendo assim aumento
nos niveis de MDA. J& que o MDA ¢ um dos produtos finais da modificag¢@o oxidativa de lipidios,
e ¢ responsavel por danos na membrana celular, incluindo alteragdes nas propriedades intrinsecas
da membrana, tais como a fluidez, transporte de ions, a perda de atividade enzimatica e reticulacao
de proteinas (LABUDDA, 2013).

A compatibilidade de endofitos e a aptiddo do hospedeiro podem ser avaliadas através da
analise de alteragdes oxidativas em folhas. Onde, o peroxido de hidrogénio (H202) e MDA podem
ser avaliados como critérios promissores na determinagdo da sensibilidade do hospedeiro. O
aumento de H>O> e do nivel de MDA em folhas sdo provas previstas de danos oxidativos causados
por espécies reativas de oxigénio (EROs). Espécies reativas de oxigénio provocam danos
oxidativos em biomoléculas tais como lipidios e proteinas, eventualmente, levando a morte da
planta (DEL RIO et al., 2003). Rizobactérias produzem enzimas antioxidantes tais como
superoxido dismutase (SOD), a peroxidase (POX), catalase (CAT) e antioxidantes nao-
enzimaticos, tais como o ascorbato, glutationa, e tocoferol. Promovendo a desintoxicac¢ao de H>O»
e MDA celular através da atividade do ciclo de detoxificante Asada-Halliwell, onde este ¢ um

importante elemento de mecanismos de defesa da planta contra EROs (LEE; LEE, 2000).

5.5 Teor de prolina
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Analisando a figura 6, nota-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos de

estresse hidrico, em seus respectivos fatores, quando ndo inoculado e inoculado, nos teores de
prolina. Por outro lado, ndo se diferenciando entre si nos tratamentos de SV e SVR da capacidade

de campo para o arroz ndo inoculado.
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Figura 6. Teor de prolina (mmol.g-1MF) em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob diferentes
condicdes de restri¢ao hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2022.
As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. As barras indicam o desvio padrao
da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢do de inoculacdo) e médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (disponibilidade de agua).

Houve aumento linear na atividade do teor de prolina no genotipo de arroz vermelho sob
diferentes condic¢des de restricao hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo (Figura 6). A acao
desse osmorregulador foi mais intensificada quando as plantas passaram por um déficit hidrico
recorrente, nas plantas inoculadas.

A planta mesmo sem passar por nenhum processo de restri¢ao hidrica produz pequenas
quantidades de prolina no seu metabolismo, mas quando ocorre o estresse ha um acimulo desse
osmorregulador, que atua como um adaptador de tolerancia das plantas sob restri¢ao hidrica, e
aumenta também o ajuste osmotico da célula.

A G. diazotrophicus ¢ uma bactéria endofitica, vive no interior da planta, ndo apenas nas
raizes, e capaz de fixar nitrogénio atmosférico. Segundo Grover et al. (2011), as plantas podem
produzir substancias osmotolerantes, como a prolina, que pode ser estimulada na presenga de
bactérias nas plantas em respostas a estresses bidticos e abiodticos, pode mediar o ajuste osmotico,

e proteger membranas e proteinas contra efeitos adversos do aumento da concentragdo de ions
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inorganicos.

Trabalhos como de Abdul Jaleel et al. (2007), estudando os efeitos da prolina no arroz
constatou-se sua fun¢do osmoprotetora como sendo um dos mecanismos adaptativos dos vegetais
aos inumeros efeitos causados pelos estresses abidticos, mantendo-se o equilibrio hidrico e
preservando a integridade celular de proteinas, enzimas e membranas.

Em plantas sob estresse, o conteido de prolina pode aumentar at¢ 100 vezes, em
comparagdo ao observado em plantas cultivadas sob condi¢des normais, esse acimulo fornece um
importante parametro para a selegdo de plantas resistentes (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008),
¢ comum a constatac¢ao de que teores aumentados de prolina atenuam os efeitos do estresse hidrico
(CVIKROVA et al., 2013; FILIPPOU et al., 2014).

A prolina, também pode ser considerada como um marcador do déficit hidrico, o que indica
que as plantas inoculadas, caracterizada por um maior acimulo de prolina, foram menos
estressadas do que as plantas nao inoculadas. Além disso, a prolina pode atuar como um eliminador
eficaz de EROs na prote¢@o contra a desnaturacdo e na estabilizagdo de membranas e estruturas
subcelulares (KISHOR et al., 2005).

A inoculagdo com Azospirillum leva a um teor mais elevado de prolina
(KANDOWANGKO et al., 2009) e aminoacidos livres em milho sob condi¢des de estresse hidrico
(SANDHYA et al., 2010). Verbruggen e Hermans (2008), relataram que a acumulacao de prolina
¢ uma das alteragdes mais conhecidas induzidas pelo estresse hidrico e salino em plantas.
Kandowangko et al. (2009), observaram que a inoculagdo do milho com Azospirillum provoca um
aumento no teor foliar de prolina. Varias estirpes de rizobactérias tais como, Burkholderia
(BARKA et al., 2006), Arthrobacter, Bacillus e (SZIDERICS et al., 2007), aumentam a sintese de
prolina em plantas estressadas, o que ajuda na manutenc¢do da célula, ajudando assim a planta a
lidar com o estresse hidrico. Prolina pode aumentar a atividade de varias enzimas, estabilizando o
pH dentro da célula e levando a uma manuten¢ao da atividade antioxidante combatendo espécies
reativas de oxigénio (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008).

O acumulo de prolina ¢ um dos meios naturais de adaptacdo ao estresse ambiental. A
prolina ¢ um osmolito ndo-téxico e bom em manter a osmoregulacdo sob estresse hidrico
(AHMAD; JHON, 2005; AHMAD; SHARMA, 2008; AHMAD, 2010; AHMAD et al., 2010,
2011, 2012; KATARE et al., 2012; RASOOL et al., 2013a, b). Prolina também atua como
armazenamento de energia (ou seja, C e N) durante o estresse salino (GOAS et al., 1982;.
AGGARWAL et al., 2012). O acumulo de prolina aprimorado pode estar ligado com o aumento
da capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio em plantas como demonstrado por Evelin et al.,

(2009) em feijao guandu.
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5.6 Glicina betaina

Com relagdo a atividade da glicina betaina, observou-se na figura 7, o acimulo com
aumento da restri¢@o hidrica nas plantas de arroz vermelho principalmente com estresse recorrente,
isso aconteceu para as plantas inoculadas com G. diazotrophicus, talvez tenha sido devido que, a
sintese da glicina betaina ¢ desencadeada a partir da falta de 4gua no meio celular (SZABADOS

et al., 2011).
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Figura 7. Teor de glicina betaina (mmol.g-1MF) em folhas do genotipo de arroz vermelho sob
diferentes condi¢des de restricdo hidrica e diferentes condi¢cdes de inoculacdo. Campina
Grande/PB, 2022. As barras indicam o desvio padrao da média de vinte plantas. As barras indicam
o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo
diferem estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢ao de inoculacido) e médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (disponibilidade de agua).

Ja que a glicina betaina ¢ um composto que pode desempenhar prote¢do eficaz contra o
estresse (CHEN e MURATA, 2008; ASHRAF e FOOLAD, 2007), podendo ser acumulativa e nao
toxica para a planta, além de equilibrar a diferenga osmoética em torno da célula e do citosol (WANI
et al., 2013). Segundo Ashraf e Foolad (2007), atua também como o protetor das membranas dos
tilacoides que faz com que mantenha a eficiéncia da fotossintese.

Constatou-se que, com estresse hidrico recorrente se obteve uma maior absor¢do de glicina
betaina nas plantas inoculadas, diferindo estatisticamente dos ndo inoculados. Conclui-se entdo
que a bactéria possa ter exportado glicina betaina para a planta, ja que alguns microrganismos
como a propria G. diazotrophicus tem a capacidade de estimular o crescimento com a fixacao
biologica de nitrogénio, producao de fitormonios, aumento da produtividade. Por conseguinte, as

bactérias também produzem substancias osmotolerantes como a glicina betaina, que atua
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juntamente com outros compostos vegetais na reducdo do potencial hidrico das células, ajudando

assim na tolerancia a seca, ao frio e a salinidade (DIMKPA et al., 2009).

Mas muitas culturas ndo se acumulam glicina betaina naturalmente, e o arroz ¢ uma delas,
¢ o Unico cereal que tem duas enzimas betaina aldeido desidrogenase (BADH), que estdo
envolvidas na biossintese de glicina betaina, via colina, e um gene codificador mono-oxigenase de
colina (OCM), ambos os quais estdo localizados no estroma do cloroplasto (WANI et al., 2013),
fazendo com que s6 ocorra acimulo de glicina betaina quando a planta estd sob estresse
(SHIRASAWA et al., 2006), isso deve se explicar o fato de que as plantas de arroz vermelho teve
pouca acumulacgdo de glicina betaina sem restri¢ao hidrica.

Em pesquisas realizadas por Carlim e Santos (2009), com indicadores fisioldgicos da
interagdo entre déficit hidrico e acidez do solo em cana-de-agtcar, verificaram que a glicina betaina
contribui para o ajuste osmotico em plantas jovens de cana-de-agucar, sob o efeito interativo dos
estresses moderados de acidez (V = 55% a V = 34,9%), em solos com baixo potencial hidrico.

Glicina betaina (GB) fornece provas substanciais que sustentam seu conceito como soluto
osmoprotetor. Sendo sintetizada por apenas alguns microorganismos 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).

Jha et al. (2010), relataram que o arroz em casca (Oryza sativa L.), inoculado com P.
Pseudomonas mostrou-se significativamente mais elevado na concentracdo de compostos
quaternarios de GB e uma biomassa da parte aérea superior sob condi¢des de estresse hidrico.

A glicina betaina protege as plantas contra efeitos 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 produgdo de glicina betaina que contribuem para o ajuste osmotico das plantas e,

portanto, resulta em um processo fotossintético mais eficaz (SHENG et al., 2011).

5.7 Analises Moleculares
5.7.1 Expressao génica

De acordo com os dados obtidos a partir da analise 2-2ACT, verificou-se efeito significativo
para a expressao relativa dos genes: Superoxido dismutase (SOD1), Ascorbato Peroxidase (APX),

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

estudados (figura 8). Analisando-se a figura, nota-se que, o tratamento das plantas inoculadas com

G. diazotrophicus sob estresse recorrente foram estatisticamente superiores aos demais.
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Figura 8. Valores de expressao relativa em folhas do genétipo de arroz vermelho sob diferentes
condicdes de restri¢ao hidrica e diferentes condi¢des de inoculagdo. Campina Grande/PB, 2022.
As barras indicam o desvio padrdo da média de vinte plantas. As barras indicam o desvio padrao
da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢do de inoculacdo) e médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (disponibilidade de agua).

O tratamento das plantas inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse recorrente
promoveram incrementos de 140x na expressao relativa de SOD1, de 145x na expressdo de APX,
90x na expressao de CAT e de 135x na expressao de GOR, em relagdo ao tratamento das totalmente
irrigadas. Verificaram-se ainda aumentos de 140x, 120x, 85x e 125x (SOD1, APX, CAT e GOR),
para o tratamento inoculado com G. diazotrophicus com estresse apenas na fase vegetativa.

O déficit hidrico induz a expressdo de uma grande variedade de genes desencadeando uma
complexa rede de respostas que se estende desde a percepg¢do e reconhecimento do sinal de
estresse, passando pela ativagdo de genes de resposta adaptativa (p. ex. fatores de transcri¢ao
induzidos em estdmatos), até os genes envolvidos na resposta final (enzimas do sistema
antioxidativo) (Lee et al., 2009; You et al., 2013; Singh et al., 2015; Basu et al., 2016).

Silveira et al. (2015), notou em seus estudos sobre os mecanismos genéticos envolvidos na

tolerancia a seca para variedades de arroz de terras altas o transcritoma de duas variedades da
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subespécie japonica, contrastantes quanto a tolerancia e sensibilidade ao déficit hidrico, foi

analisado via RNA-seq, dos quais foram identificados centenas de genes envolvidos em rotas
metabolicas associadas a producdo de metabolitos secundarios, genes relacionados a sinalizacao
celular, fatores de transcricao, proteinas protetoras funcionais da célula e enzimas de detoxificagao
celular.

Santos (2017), observou em seus estudos sobre validacdo de genes candidatos de arroz de
terras altas (Oryza sativa L.) para tolerancia a seca, que o gene SOD apresentou o maior nivel de
expressdo em todos os gendtipos na condi¢do de maior restri¢do hidrica, com maiores niveis de
expressao nos gendtipos menos produtivos em condi¢do de estresse. Basu et al. (2010), utilizando
arroz da variedade Indica induzidos a seca por polietileno glicol (PEG) foi demonstrado um
aumento na atividade de SOD induzido por seca. Dessa forma, tais resultados evidenciam a
ativacdo desse mecanismo de defesa antioxidativo quando submetido a deficiéncia hidrica.

Carvezan (2012), utilizando os genes de APX em arroz (Oryza sativa L.) com o intuito de
identificar a fun¢do dos diferentes membros dessa familia no controle dos niveis de EROs na planta
submetida a estresses abioticos. Observou que cada gene de APX em arroz mostrou padrao
diferencial de expressdo nos diferentes tratamentos e estresses, sugerindo que as isoformas de
ascorbato peroxidases estdo amplamente relacionadas com a detoxificagdo de ERO produzidas sob
diferentes condi¢des de estresse. A regulagdo diferencial dos oito membros revela a complexidade
do sistema antioxidante nas plantas.

Simova-Stoilova et al. (2010), trabalhando com estresse por seca, relataram aumento da
atividade da CAT, especialmente em variedades sensiveis em plantas de trigo, mitigando o
estresse. Ja Vighi (2016) observou a eliminagdo de H,O» em plantas de arroz sensiveis e tolerantes
a salinidade. Pereira et al. (2015), estudando a expressdo de enzimas e proteinas resistentes ao
calor de linhagens elites de arroz de terras altas submetidas ao estresse hidrico, no momento do
florescimento, observou que algumas variedades apresentaram maior decomposi¢do de perdxido
de hidrogénio pela SOD, necessitando da intensa atividade da CAT para manter a boa qualidade
da semente.

Cardoso (2000), analisando as alteracdes de crescimento e bioquimicas causadas pelo
efeito do Cadmio (Cd) em arroz, notou um aumento relativo aos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes, como CAT e GOR, que mostraram padrdes semelhantes de resposta tanto para
Catalase (CAT) como para (GOR), observando-se elevacdo das atividades dessas enzimas
antioxidantes em folhas e raizes. Rossato (2016), analisando alteracdes fisioldgicas, bioquimicas
e moleculares de arroz, cv. BRS AG, em resposta ao estresse salino, observou que a atividade das
enzimas SOD, CAT, APX e GOR parecem ser efetivas na prote¢ao dessas plantas contra o estresse

oxidativo.
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5.7.2 Porcentagens de Metilacio

De acordo com os dados obtidos a partir da analise COBRA e posterior sequencimento,
verificou-se efeito significativo para a porcentagem de metilagao dos genes: Superdxido dismutase
(SOD1), Ascorbato Peroxidase (APX), Catalase (CAT) e Glutationa redutase (GOR).

Verificou-se diferenga significativa entre todos os tratamentos, para todos os genes
estudados (figura 9). Analisando-se a figura, nota-se que, o tratamento das plantas inoculadas com

G. diazotrophicus sob estresse recorrente foram estatisticamente hipometiladas aos demais.
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Figura 9. Valores de porcentagem de metilagdo em folhas do gendtipo de arroz vermelho sob
diferentes condi¢des de restricdo hidrica e diferentes condi¢des de inoculacdo. Campina
Grande/PB, 2022. As barras indicam o desvio padrao da média de vinte plantas. As barras indicam
o desvio padrdo da média de vinte plantas. Médias seguidas de letras minusculas iguais, nao
diferem estatisticamente pelo teste t (p<0,05) (condi¢do de inoculacido) e médias seguidas de letras
maiusculas iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de F (p<0,05) (disponibilidade de agua).

O tratamento das plantas inoculadas com G. diazotrophicus sob estresse recorrente
promoveram decrescimos de 70% na metilagdo de SOD1, de 50% na metilacdo de APX, 35% na
metilacdo de CAT e de 80% na metilagao de APX, em relacdo ao tratamento das plantas totalmente
irrigadas.

Estudos demonstraram que os genes estdo muito pouco metilados em tecidos onde sdo
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ativamente expressos e muito metilados em tecidos (ou no mesmo tecido em outro estadio de

desenvolvimento) onde estdo silenciosos (Cedar, 1988). Entdo, provavelmente a metilagdo do
DNA deverd estar envolvida na expressdo génica. A cromatina que contém genes ativamente
expressos ¢ mantida numa estrutura que a torna mais susceptivel ao ataque das nucleases e,
presumivelmente, mais acessivel aos fatores de transcricdo do que a cromatina que contém genes

1nativos.

6. CONCLUSOES

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

contra o estresse hidrico em arroz vermelho;

O arroz vermelho apresenta ajustes bioquimicos e moleculares em fungdo da
disponibilidade hidrica do ambiente em que se desenvolve. No entanto, sob condi¢cdes de

inoculacdo com G. diazotrophicus as condigdes de deficiéncia hidrica sdo mitigadas;

As plantas de arroz vermelho inoculadas com G. diazotrophicus destacam-se quanto a sua
memoria molecular, com menores valores de metilacdo em genes chaves, para respostas ao estresse

hidrico.
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