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RESUMO

BONFIM, C.O. Relagdes bioquimicas e moleculares da germina¢do e emergéncia em arroz
vermelho, inoculado com Herbaspirillum seropedicae. Campina Grande, PB, 2022. Dissertacao
(Programa de Pos-Graduagdo em Ciénecias Agrérias). Area de concentragdo: Biotecnologia e

Melhoramento Vegetal. Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

O estudo investigou o potencial da bactéria Herbaspirillum seropedicae (Hs) na otimizagdo da
germinagdo e crescimento inicial do arroz vermelho (Oryza sativa L.). A pesquisa utilizou seis
tratamentos diferentes, incluindo sementes embebidas em agua, acido giberélico, e inoculadas com
H. seropedicae. Os resultados revelaram que o tratamento com sementes nao embebidas e inoculadas
com H. seropedicae promoveu aumentos expressivos em varias variaveis, como germinacao, indice
de velocidade de germinacdo, comprimento radicular, massa fresca total, entre outros, em
compara¢gdo com sementes ndo embebidas e ndo inoculadas. A andlise estatistica confirmou a
significancia dos efeitos dos tratamentos, destacando a influéncia positiva da bactéria nas variaveis
fisioldgicas, e bioquimicas. A concentracdo da solucdo de acido giberélico (GA3) também
desempenhou um papel importante nos resultados observados. Os resultados apontam para o
potencial agrondmico e biotecnolégico de H. seropedicae na promocdo do crescimento do arroz
vermelho, independentemente da embebi¢do das sementes. Essas descobertas sugerem que a
inoculacdo com H. seropedicae pode ser uma estratégia eficaz para melhorar a germinagdo e o
desenvolvimento inicial dessa cultura, fornecendo insights valiosos para praticas agricolas mais
sustentaveis e eficientes.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; Bactéria endofitica promotora de crescimento vegetal; fosfatase

acida; a-amilase.
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ABSTRACT

BONFIM, C.O. Biochemical and molecular relationships of germination and emergency in red rice,
inoculated with Herbaspirillum seropedicae. Campina Grande, Paraiba State, Brazil, 2022.
Dissertation (Graduate Program in Agricultural Sciences,). Concentration Area: Biotechnology and

Plant Improvement. State University of Paraiba- UEPB

The study investigated the potential of the bacterium Herbaspirillum seropedicae (Hs) in optimizing
the germination and initial growth of red rice (Oryza sativa L.). The research employed six different
treatments, including seeds soaked in water, gibberellic acid, and inoculated with H. seropedicae.
Results revealed that the treatment with non-soaked seeds inoculated with H. seropedicae
significantly increased various variables such as germination, germination speed index, root length,
total fresh mass, among others, compared to non-soaked and non-inoculated seeds. Statistical analysis
confirmed the significance of the treatment effects, highlighting the positive influence of the
bacterium on physiological, and biochemical variables. The concentration of gibberellic acid solution
(GA3) also played a crucial role in the observed outcomes. The findings point to the agronomic and
biotechnological potential of H. seropedicae in promoting red rice growth, regardless of seed soaking.
These results suggest that inoculation with H. seropedicae could be an effective strategy to enhance
the germination and early development of this crop, providing valuable insights for more sustainable
and efficient agricultural practices.

Key-words: Oryza sativa L.; Endophytic bacteria promoting plant growth; acid phosphatase; a-

amylase.



1. INTRODUCAO

A germinagdo e emergéncia de plantas desempenham papéis fundamentais no ciclo de vida
vegetal, representando fases cruciais que determinam o sucesso do estabelecimento e
desenvolvimento inicial das culturas. O arroz vermelho (Oryza sativa), uma variante notavel da
cultura do arroz, tem atraido crescente atencdo devido a sua resisténcia a herbicidas e as adaptagdes
que lhe conferem uma vantagem competitiva sobre variedades cultivadas (FERREIRA et al., 2014).
Compreender as relagdes bioquimicas e moleculares subjacentes a germinagdo e emergéncia em arroz
vermelho torna-se, portanto, um tema de pesquisa de grande relevancia, permitindo uma abordagem
mais refinada para o manejo eficaz dessa planta invasora (MENESES, 2010).

Neste contexto, a presente dissertacdo propde uma investigacao aprofundada das complexas
interagdes entre o arroz vermelho e o microrganismo Herbaspirillum seropedicae, um diazotrofico
associado a plantas conhecido por sua capacidade de promover o crescimento vegetal (RODRIGUES
et al., 2012). A inoculagdo com H. seropedicae apresenta-se como um potencial agente modulador
dessas relagdes, uma vez que pode influenciar diretamente os processos bioquimicos e moleculares
subjacentes a germinacdo e emergéncia do arroz vermelho (RODRIGUES et al.,, 2015).

Ao considerar a perspectiva da bioquimica, examinaremos as vias metabdlicas envolvidas nos
estagios iniciais do ciclo de vida do arroz vermelho, identificando os mecanismos bioquimicos que
sustentam sua germinagdo e emergéncia. Paralelamente, a analise molecular fornecera insights sobre
as expressoes génicas e as respostas genéticas desencadeadas pela interacdo entre o arroz vermelho e

H. seropedicae, delineando os eventos moleculares que determinam o destino dessa planta invasora.
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A importancia intrinseca deste estudo reside na aplicagdo pratica de seus resultados para o
desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo, visando controlar efetivamente o arroz
vermelho e, a0 mesmo tempo, explorar o potencial benéfico da associagdo com H. seropedicae para
promover o crescimento vegetal. Com isso, esta dissertacdo busca contribuir significativamente para
o avanco do conhecimento cientifico no campo da fisiologia vegetal e microbiologia, oferecendo

perspectivas valiosas para a agricultura sustentavel e a gestdo responsavel de recursos naturais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito potencial da H. seropedicae sobre a

germinagado e o crescimento inicial de arroz vermelho sob condi¢des controladas.
2.2, Objetivos especificos

Analisar o crescimento de plantulas de arroz vermelho inoculadas com H. seropedicae, em
ambiente protegido;

Avaliar a germinacdo de arroz vermelho apo6s a inoculacdo com H. seropedicae, sob
condi¢des controladas;

Avaliar os efeitos dos tratamentos de inoculagcdo com H. seropedicae no arroz vermelho

em contraste com a aplicagdo de acido giberélico, na fisiologia e crescimento inicial e bioquimico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Arroz vermelho

O arroz vermelho (Oryza sativa L.), uma variante notavel da cultura do arroz, tem atraido
crescente interesse devido as suas caracteristicas Unicas e desafios agrondmicos associados
(GUIMARAES e BALDANI, 2013). Originario do sudeste asiatico, o arroz vermelho ganhou
destaque global devido a sua resisténcia a herbicidas, apresentando-se como uma planta invasora
robusta capaz de competir efetivamente com as variedades cultivadas (CASTRO et al., 2005;
SANTOS et al., 2014).

O arroz vermelho desempenha um papel significativo no cenario socioecondmico €
ambiental, especialmente em regides como o semidrido nordestino. Sua relevancia estd
intrinsecamente ligada a seguranga alimentar, pois representa uma fonte crucial de subsisténcia
para comunidades locais (MENEZES et al., 2011). No entanto, sua presenca descontrolada pode
impactar negativamente as culturas convencionais, comprometendo a produtividade e a
sustentabilidade agricola.

Uma das caracteristicas distintivas do arroz vermelho € sua notavel resisténcia a herbicidas.
Essa resisténcia tem implica¢des diretas no manejo de lavouras de arroz, exigindo abordagens

especificas para controlar seu crescimento e minimizar seu impacto nas culturas comerciais
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(PEREIRA et al., 2008). Estudos sobre os mecanismos genéticos e fisiologicos subjacentes a essa
resisténcia t€m sido uma area de pesquisa relevante.

A coexisténcia do arroz vermelho com variedades cultivadas pode resultar em impurezas e
cruzamento, afetando a qualidade e o rendimento do arroz convencional (WEBER, 2012). Isso
levanta desafios adicionais para os agricultores, que devem adotar estratégias eficazes para
minimizar a presenca indesejada do arroz vermelho em suas colheitas (BRITO et al., 2014).

A medida que a compreensio dos aspectos moleculares e bioquimicos do arroz vermelho
avanca, abre-se espago para abordagens biotecnoldgicas inovadoras. A pesquisa procura nao
apenas controlar o arroz vermelho, mas também explorar seu potencial benéfico. A inoculacdo
com microrganismos como Herbaspirillum seropedicae emerge como uma estratégia promissora
para melhorar o crescimento do arroz vermelho de maneira sustentavel.

O manejo eficaz do arroz vermelho continua sendo um desafio persistente. Estratégias
integradas, que combinam abordagens agronomicas, genéticas e biotecnoldgicas, sdo essenciais
para enfrentar essa questdo complexa. Além disso, ¢ crucial estabelecer politicas e praticas
agricolas que visem a coexisténcia equilibrada do arroz vermelho com as culturas tradicionais,

maximizando os beneficios e minimizando os impactos negativos (Gusmao ef al., 2008).

3.2.Germinacao de sementes

A germinagao de sementes ¢ um fendmeno vital no ciclo de vida das plantas, marcando o
inicio do desenvolvimento vegetativo (NASSIF et al.,1998). Este processo complexo ¢ influenciado
por uma variedade de fatores fisicos, quimicos e genéticos. Aqui abordamos os principais aspectos
relacionados a germinagdo de sementes, explorando os mecanismos moleculares, os fatores externos
que influenciam a germinagdo e as implicagdes praticas em agricultura e ecologia.

Os mecanismos moleculares da germina¢do envolvem uma interagdo intrincada de processos
bioquimicos e genéticos (RIBEIRO et al., 2012). As sementes passam por mudangas na expressao
génica, ativacdo de enzimas como amilases e lipases, e regulacdo hormonal, com a transicdo da
dorméncia para o crescimento ativo (REIS et al, 2014; GUIMARAES et al., 2010; WAGNER
JUNIOR et al., 2005). Estudos recentes tém se concentrado na identificagdo de genes-chave e vias
metabolicas que desempenham papéis cruciais nesse processo.

A germinagdo ¢ sensivel a fatores externos, incluindo temperatura, umidade, luz e gases. A
temperatura 6tima varia entre espécies, € a d4gua € um pré-requisito essencial. A luz pode agir como

um sinalizador para a germinacao, sendo alguns tipos de sementes fotoblasticas, enquanto gases como
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o etileno desempenham um papel na regulacdo hormonal associada a germinac¢ao (RIBEIRO et al.,
2012).

A dorméncia de sementes ¢ um mecanismo adaptativo que impede a germinacdo sob
condi¢des desfavoraveis. A quebra de dorméncia pode ocorrer naturalmente com o tempo, ou ser
induzida por fatores ambientais como variagdes de temperatura, incéndios florestais ou processos
fisicos como abrasdao (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

A germinacdo ¢ de suma importancia na agricultura, influenciando diretamente o
estabelecimento de culturas. A compreensdo dos fatores que afetam a germinacdo ¢ crucial para o
manejo adequado de lavouras, otimizando a época de plantio e garantindo uma taxa de germinagao
eficaz para a maximiza¢ao do rendimento (MARCOS FILHO, 2005).

A pesquisa continua sobre germina¢do de sementes busca entender melhor os mecanismos
moleculares subjacentes, desenvolver técnicas de quebra de dorméncia mais eficientes e explorar a
variabilidade genética para melhorar a resisténcia ao estresse ambiental durante a germinagdo. A
aplicacdo desses avancos na pratica agricola pode levar a estratégias mais sustentaveis e adaptaveis.

A germinagdo de sementes em ambientes secos representa um processo critico no ciclo de
vida das plantas, determinando sua capacidade de estabelecimento em condigdes aridas. As sementes,
ao longo da evolucdo, desenvolveram mecanismos adaptativos sofisticados para sobreviver em
ambientes secos (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). A dorméncia, uma resposta comum, permite
que as sementes permanegam inativas até que as condi¢des ambientais sejam favoraveis. Estruturas
fisicas, como cascas resistentes, sdo frequentemente observadas, minimizando a perda de agua
durante a germinagdo e protegendo as sementes contra estresses ambientais (MARCOS FILHO,
2005).

A germinagdo em ambientes secos ¢ fortemente influenciada por fatores ambientais, incluindo
temperatura, umidade do solo e presenca de substancias reguladoras. A variagdo na temperatura afeta
a taxa de germinagdo, enquanto a umidade do solo desempenha um papel critico na disponibilidade
de agua para as sementes. Substancias hormonais, como &cido abscisico e giberelinas, desempenham
papéis opostos na regulagdo da germinacdo, destacando complexas interagcdes (RIBEIRO et al.,
2012).

Avancos recentes tém explorado estratégias inovadoras para melhorar a germina¢do em
ambientes secos. O uso de biopolimeros hidroabsorventes em substratos de germinagdo demonstrou
eficdcia ao reter dgua, criando um ambiente propicio para as sementes. Além disso, a manipulacdo
genética para identificar e modificar genes relacionados a resisténcia a seca emerge como uma

abordagem promissora para melhorar a germinagdo em condigdes aridas (MATSUMOTO, 2005).
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Além de seu impacto ecoldgico, a germinacdo em ambientes secos tem implicagdes
significativas na agricultura, especialmente em regides propensas a escassez de agua (TAIZ e
ZEIGER, 2009). A identificacdo e desenvolvimento de variedades de culturas resistentes a seca

tornam-se essenciais para garantir a seguranga alimentar nessas areas desafiadoras.
3.3.Giberelinas

As giberelinas (GAs) representam uma classe distinta de hormodnios vegetais que
desempenham um papel multifacetado no crescimento e desenvolvimento das plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Esse fitormonio foi descoberto em 1926 pelo cientista japonés E. Kurosawa
que estudava uma doenca do arroz (Oryza sativa) denominada de doengas das “plantinhas
loucas” onde as plantas de arroz cresciam rapidamente, mas sem produzir semente
(LAVAGNINI et al., 2014).

As giberelinas sdo cruciais para a regulacdo do crescimento, desde a germinacdo de
sementes até a maturacdo dos frutos. Além disso, sua influéncia se estende a resposta das
plantas a estresses ambientais, destacando a versatilidade desses hormdnios. Uma compreensao
abrangente desses processos ¢ fundamental para otimizar o rendimento das culturas e enfrentar
desafios agronomicos.

A cascata de sintese de giberelinas envolve multiplos passos enzimaticos, com destaque
para enzimas como a l-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACO) e a ent-copalil
difosfato sintase (CPS) (LAVAGNINI et al., 2014). A regulagao precisa da sintese e degradagao
desses hormonios € critica para modulagdo do crescimento, sendo alvo de pesquisa intensiva.

O entendimento dos mecanismos de sinalizagdo das giberelinas evoluiu
consideravelmente. A ligacdo aos receptores especificos leva a degradacao da proteina DELLA,
liberando fatores de transcricdo que ativam genes associados ao crescimento. As interagdes
complexas entre as diferentes giberelinas e seus efeitos especificos em diferentes 6rgdos e
estagios de desenvolvimento sdo areas de investigacdo continua (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Além de suas fungdes classicas na germinagdo, crescimento do caule e floragdo, as
giberelinas desempenham papéis essenciais na formacao de 6rgaos reprodutivos, senescéncia e
resposta ao estresse (LAVAGNINI et al., 2014). Compreender como essas funcdes se
entrelagam oferece insights valiosos para estratégias de manejo agrondmico visando aprimorar
a producao sustentavel.

A manipulagdo das giberelinas tem implicagdes praticas significativas na agricultura.

Abordagens biotecnoldgicas, como a modulagdo genética para otimizar a resposta as
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giberelinas, tém o potencial de melhorar a qualidade das colheitas, aumentar a resisténcia a
condigOes adversas ¢ otimizar a eficiéncia no uso de recursos.

O é4cido giberélico (Ci19H2206) ¢ também um regulador de crescimento vegetal, cuja
classificagdo toxicoldgica se enquadra na Classe IV, tendo seu uso agricola autorizado para
aplicagdo em sementes de arroz, cevada, feijdo, milho, soja e trigo, bem como durante o
crescimento e desenvolvimento destas plantas (ANVISA, 2012). Observa-se na Figura 1 a

estrutura quimica desses grupos de giberelinas.
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Figura 1. Estrutura quimica das giberelinas GA1, GA3, GA4, GAs, GAse GA7. Fonte: Xingfeng et
al., 2018, Campina Grande, PB, 2022.

3.4. Acao das giberelinas sobre a germinacio de gramineas

As giberelinas (GAs) sdao hormdnios vegetais fundamentais que desempenham papéis
cruciais na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. A germinagao de sementes ¢
um estagio critico no ciclo de vida das plantas, e nas gramineas, que compreendem uma vasta
familia de plantas monocotiledoneas, esse processo € especialmente relevante devido a sua ampla
distribui¢do e importancia economica na produ¢do de alimentos e forragem (RODRIGUES et al.,
2015).

A sinalizagdo das giberelinas durante a germinacdo ¢ um processo altamente regulado. A
interacdo das giberelinas com seus receptores na membrana celular desencadeia uma cascata de

eventos moleculares que resultam na degradacdo da proteina DELLA (CHIARELO, 2007). Isso
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libera fatores de transcricdo que ativam genes associados ao crescimento e desenvolvimento,
influenciando diretamente a germinacao das sementes.

Estudos tém consistentemente demonstrado que a aplicagdo exdgena de giberelinas
promove a germinacdo de sementes de gramineas. Esse estimulo estd associado ao aumento da
expressdo de genes responsivos as giberelinas, principalmente aqueles relacionados ao
metabolismo de amidos e a biossintese de enzimas digestivas que facilitam a mobilizacdo de
reservas durante a germinagdo (GROHS et al., 2012).

As giberelinas ndo apenas influenciam a germinag@o, mas também desempenham um papel
crucial na emergéncia das plantulas e no crescimento inicial das gramineas. A promog¢do do
alongamento celular e o desenvolvimento do caule sdo efeitos diretos das giberelinas, contribuindo
para o estabelecimento bem-sucedido das plantulas no ambiente (SANTOS et al., 2013).

As giberelinas interagem de maneira complexa com outros hormdnios vegetais, como
citocininas e auxinas, para modular o desenvolvimento das plantas. Essas intera¢des influenciam
a plasticidade do crescimento e podem ter implicagdes especificas nas gramineas, que exibem uma
variedade de padrdes de crescimento (FIOREZE e RODRIGUES, 2014).

O entendimento da agdo das giberelinas nas gramineas tem implicagdes biotecnologicas
significativas. A manipulag@o genética para otimizar a resposta das plantas a esses hormonios pode
ser uma estratégia promissora para melhorar caracteristicas agrondmicas, como a resisténcia ao

estresse e o rendimento de culturas.
3.5. Acao de bactérias promotoras de crescimento em plantas sobre a germinacio

As BPCV, notadamente pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, e
Pseudomonas, entre outros, t€ém demonstrado a capacidade de melhorar o crescimento e
desenvolvimento das plantas. A ateng@o crescente esta sendo direcionada para compreender como
essas bactérias influenciam a fase inicial do ciclo de vida das plantas, particularmente a germinacao
(RODRIGUES et al., 2012).

As BPCV impactam a germinagao através de uma variedade de mecanismos moleculares
e fisiolégicos. A producdo de fitohormonios, como auxinas e citocininas, estimula o
desenvolvimento radicular e promove a mobilizacdo de reservas durante a germinacdo. Além
disso, algumas BPC podem facilitar o acesso a nutrientes essenciais, melhorando a absor¢ao pelas
sementes (MATOS et al., 2015).

Estudos destacam consistentemente que a inoculagcdo de sementes com BPCV resulta em
um aumento na velocidade e uniformidade da germinagdo. O estimulo adicional no crescimento
inicial, incluindo o comprimento radicular e da parte aérea, sugere que essas bactérias
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desencadeiam respostas especificas que beneficiam o estabelecimento das plantulas (GIRIO et al.,
2015).

Sugimura et al. (2015), estudando a germinacdo de sementes verificou que BPCV
influenciam o metabolismo das plantas durante a germinagdo, aumentando a atividade de enzimas
como amilases, envolvidas na degradacdo de amido, e fosfatases, essenciais para a disponibilidade
de fosforo. Essas mudangas bioquimicas indicam uma influéncia profunda no uso eficiente de
nutrientes durante os estagios iniciais do crescimento.

Segundo Schlindwein et al. (2008), isolados de Bradyrhizobium sp. produzem baixas
quantidades de 4acido indol-acético-AIA (1,2 a 3,3ug mL™') e elevam alguns dos pardmetros de
germinagdo e de crescimento das plantulas de alface em relagdo ao tratamento sem inoculagdo com
rizobios. De acordo com estes autores, ¢ recomendavel a inoculacao de sementes de alface com
rizobios que produzem baixas quantidades de AIA, atua como promotora de crescimento e melhora
os parametros de germinagao das sementes.

As BPC demonstraram a capacidade de melhorar a tolerancia ao estresse durante a
germinagdo, mitigando os efeitos adversos de condi¢des ambientais desfavordveis. Mecanismos
como a producgdo de substancias promotoras de resisténcia e a indugdo de respostas antioxidantes
contribuem para uma maior robustez das plantulas (CONCEICAO et al., 2008).

A compreensdo aprofundada dos mecanismos de a¢do das BPC na germinacdo oferece
oportunidades para aplica¢des praticas na agricultura. A inocula¢do de sementes com BPC pode
ser uma estratégia sustentdvel para melhorar a eficiéncia do uso de nutrientes, reduzir a
dependéncia de fertilizantes quimicos e promover o crescimento saudavel das culturas (SOARES

etal., 2014).
3.6. Herbaspirillum seropedicae

Segundo Euzéby (2014) hoje o género Herbaspirillum compreende 16 espécie de bactéria
que sdo: H. seropedicae (BALDANI et al. 1986), H. aquaticum (DOBRITSA et al. 2010), H.
aurantiacum (CARRO et al. 2012), H. autotrophicum (ARAGNO & SCHLEGEL, 1978
reclassificado por DING & YOKOTA, 2004), H. canariense (CARRO et al. 2012), H.
chlorophenolicum (IM et al. 2004), H. frisingense (KIRCHHOF et al. 2001), H. hiltneri
(ROTHBALLER et al. 2006), H. huttiense (LEIFSON 1962, reclassifcado por DING &
YOKOTA, 2004), H. huttiense subsp. huttiense (LEIFSON, 1962; DOBRITSA et al. 2010), H.
huttiense subsp. putei (DING & YOKOTA 2004, reclassificado por DOBRITSA et al. 2010), H.
lusitanum (VALVERDE et al. 2003), H. putei (DING & YOKOTA 2004), H. rhizosphaerae
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(JUNG et al. 2007), H. rubrisubalbicans (CHRISTOPHER & EDGERTON, 1930 reclassificado
por BALDANI et al. 1996) e H. soli (CARRO et al. 2012).

A espécie H. seropedicae foi descrita em 1986 como sendo uma bactéria diazotrofica
endofitica, Gram-negativa, geralmente vibridide, as vezes helicoidais e membro da subdivisao 3
das Proteobactérias. Foi a primeira espécie descrita do género e isolada de raizes de milho, sorgo,
e arroz (BALDANI et al., 1986). Mais tarde foi isolada de raizes, folhas e colmos de cana-de-
acucar, Brachiaria decumbens e Digitaria decumbens (BALDANI et al., 1996), de raizes, caules
e folhas de cana-de-agticar cultivada na Australia (BODDEY et al., 1998), dendezeiro e pupunheira
(FERREIRA et al., 1995), bananeiras (CRUZ et al., 2001), capim elefante (REIS et al., 2000), e
arroz inundado (RODRIGUES, 2004; BRASIL, 2005).

Esta espécie possui capacidade de oxidar diversas fontes de carbono e fixar nitrogénio
atmosférico em ambientes microaerdfilos (BALDANI et al., 1986). Difere das espécies do género
Azospirillum pelo seu menor tamanho, por apresentar mais de um flagelo, pela maior tolerancia a
variagoes de pH (5,3 a 8,0), pela atividade nitrogenase mais tolerante ao oxigénio (pO2 de até 3%
contra 2% das espécies de Azospirillum), e por ter um contetido de G+C inferior em comparagao

com as bactérias do género Azospirillum (BALDANI et al., 1986).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacio da area experimental

A condugdo do experimento ocorreu no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, localizado
no Complexo Integrado de Pesquisa Trés Marias, pertencente a Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB-CAMPUS 1), situado em Campina Grande, PB. Este centro de pesquisa proporcionou as
instalacdes e o ambiente adequados para a realiza¢ao do estudo, garantindo condigdes controladas
necessarias para a condugdo precisa dos ensaios. A pesquisa concentrou-se na fase crucial de
germinagdo das sementes de arroz vermelho. Durante essa etapa, foram investigados os efeitos da
aplicagdo de giberelina e da inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae (H. seropedicae) sobre
o processo de germinagdo. A escolha dessas variaveis reflete a busca por compreender o impacto
desses dois elementos no desenvolvimento inicial das plantas, explorando a interacdo entre o
hormonio vegetal giberelina e a bactéria promotor de crescimento H. seropedicae. Ao realizar o
experimento nesse ambiente controlado, o estudo buscou contribuir para o avango do
conhecimento nas areas de biotecnologia vegetal e interagdes planta-microrganismo. Os resultados
obtidos a partir desta pesquisa podem fornecer insights valiosos para a aplicacdo pratica de
estratégias que visem otimizar a germinagdo e o crescimento inicial de sementes de arroz
vermelho, beneficiando assim a agricultura local e potencialmente contribuindo para o

desenvolvimento de praticas agrondmicas mais eficientes e sustentaveis.
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4.2. Pré-teste de germinacio das sementes

O objetivo deste pré-teste foi avaliar a qualidade fisioldégica das sementes de arroz
vermelho do gendtipo 405 Embrapa Meio Norte. Para realizar essa avaliacdao, 100 sementes nao
foram embebidas em 4gua e foram submetidas a um pré-teste de germinacdo. Este experimento
envolveu a germinagdo dessas sementes em duas caixas gerbox, seguindo a metodologia descrita
nos itens 4.3 e 4.6, que tratam do manejo das sementes e do processo de semeadura. E crucial
destacar que, diferentemente do experimento principal, neste pré-teste ndo foram realizadas a
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae e a aplicagcdo de acido giberélico. Além disso, as
sementes ndo foram embebidas em dgua antes do processo de germinagdo. Esse delineamento
permitiu avaliar a capacidade intrinseca de germinacdo das sementes, sem a influéncia de
tratamentos adicionais. Os resultados do pré-teste indicaram que as sementes apresentaram boa
qualidade fisioldgica, como evidenciado pela percentagem de germinagdo. Aos 5 dias, observou-
se uma taxa de germinagdo de 78% e 80%, enquanto aos 14 dias, esse indice aumentou para 80%
e 84%. O indice de velocidade de emergéncia, medido em 116 e 127, também corroborou esses

resultados positivos.
4.3. Tratamentos das sementes

O procedimento adotado visou evitar a contaminacao das sementes por fungos epifiticos
provenientes das proprias sementes. Para alcangar esse objetivo, foi realizada a remogdo dos
tegumentos das sementes. Posteriormente, antes do processo de embebicdo, as sementes foram
submetidas a um protocolo de desinfestagdo para assegurar a eliminagdo de possiveis fungos
patogénicos. O protocolo consistiu na desinfestacdo com alcool a 70% por 30 segundos, seguido
de hipoclorito de sddio a 2% também por 30 segundos. Essas etapas foram sucedidas por uma
lavagem com agua destilada autoclavada por 30 segundos, repetida duas vezes para garantir a
remocao completa dos agentes desinfestantes. Apds esse rigoroso processo de desinfestagdo, as
sementes foram submetidas a secagem em um fluxo laminar, proporcionando um ambiente
controlado para evitar possiveis contamina¢des durante esse estagio crucial. Posteriormente, as
sementes foram prontas para os proximos passos do experimento, incluindo a embebicdo e
inocula¢do, conforme detalhado nos itens 4.4 e 4.5, respectivamente. Esse método de desinfestagao
adotado, combinando 4lcool, hipoclorito de sdédio e lavagem subsequente, ¢ comumente
empregado para reduzir a carga microbiologica nas sementes, promovendo condi¢des assépticas
ideais para a realizacdo de experimentos. A desinfestacdo eficaz € crucial para garantir resultados

confidveis, minimizando a interferéncia de micro-organismos indesejados no desenvolvimento das
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sementes durante o experimento. Esse rigoroso controle sanitdrio destaca a seriedade e a precisdo
do protocolo experimental, fornecendo uma base solida para a interpretacdo dos resultados

relacionados a embebig¢do e inoculagdo das sementes.
4.4. Tratamentos em estudo

O experimento foi conduzido para avaliar a germina¢do de sementes de arroz vermelho
(Oryza sativa L.), especificamente do genotipo 405 Embrapa Meio Norte. A disposi¢ao
experimental adotada foi um delineamento inteiramente casualizado, composto por seis
tratamentos distintos: T1 = SNE (sementes ndo embebidas), T2 = SE H20 (sementes embebidas
em agua por 24 horas), T3 = SE H>O + GA3 (sementes embebidas em solugdo de acido giberélico
por 24 horas), T4 = SE H>O + HS (sementes embebidas em agua por 24 horas + Herbaspirillum
seropedicae), TS = SE H>O + GA3 + HS (sementes embebidas em solucdo de acido giberélico por
24 horas + Herbaspirillum seropedicae), ¢ T6 = SNE + HS (sementes ndo embebidas +
Herbaspirillum seropedicae), cada um com seis repetigdes.

Para a inoculacdo da bactéria, Herbaspirillum seropedicae, foi utilizado turfa como
veiculo, sendo que nas testemunhas, a turfa ndo continha a bactéria. Além disso, a solucdo de acido
giberélico (GA3) empregada teve uma concentragdo de 50 mg L', A bactéria, apds 48 horas de
crescimento, foi aplicada durante o processo de embebi¢do das sementes, que ocorreu em agua e
na solucdo de 4cido giberélico por um periodo de 24 horas, conforme descrito anteriormente.

A manipulacdo das sementes foi realizada em béqueres contendo agua destilada
autoclavada e a solugdo de acido giberélico. Os béqueres, contendo os tratamentos com as
sementes embebidas, foram envolvidos em papel aluminio para protecao contra a luz e colocados
em um ambiente de fluxo laminar para garantir condigdes livres de contaminantes por um periodo
de 24 horas. Em seguida, o processo de inocula¢do das sementes foi realizado de acordo com os
procedimentos detalhados no item 4.5.

Esse rigoroso protocolo experimental foi projetado para avaliar especificamente o impacto
da inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae e da aplicacdao de acido giberélico na germinagao
das sementes de arroz vermelho, proporcionando uma base sélida para a interpretagdo dos

resultados e a obtenc¢do de conclusdes confidveis sobre os efeitos desses tratamentos.
4.5. Processo de inoculacao das sementes

O processo de inoculagdo envolveu o uso de uma estirpe de Herbaspirillum seropedicae
com caracteristicas especificas, incluindo a capacidade de solubilizar fosforo in vitro, producgao

de 4cido indolacético (AIA) e reducdo de acetileno. A estirpe foi reativada em tubos de ensaio
23



contendo 5 mL de meio de cultura DYGS (2 g de glicose, 1,5 g de peptona, 2 g de extrato de
levedura, 0,5 g de KH2PO4.7H>0, 0,5 g de MgS04.7H,0 para 1L, com pH 6,8), a 30 °C sob
agitacdo de 150 rpm por 48 horas. Posteriormente, a bactéria foi semeada em placas com meio
semi-especifico LGI-P. Apds verificar a pureza, a estirpe foi multiplicada em tubos contendo
meio DYGS nas condigdes mencionadas.

As células foram lavadas com solugdo salina, e a densidade optica foi ajustada para 0,9—
1,5 mL em 600 nm. Esta suspensdo bacteriana foi entdo utilizada para a inoculacdo em
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 25 mL do meio DYGS, a 30 °C sob agitacdo de 150 rpm por
48 horas. O nimero de células viaveis foi determinado pelo método de microgota, tanto no meio
quanto nas sementes inoculadas.

Em seguida, 15 mL do caldo bacteriano foram adicionados a sacos de polipropileno estéril
contendo 35 g de turfa para produzir o inoculante. Este inoculante foi homogeneizado e incubado
a 30 °C por 24 horas (fase de maturacdo). Apos esse periodo, as sementes de arroz foram
misturadas com o inoculante (turfa) numa proporg¢ao especifica (250 g de inoculante para cada 20
kg de sementes de arroz), em placas de Petri (6 x 1,5 cm), e autoclavadas. Esse método detalhado
de inoculacdo demonstra a meticulosidade do processo, visando garantir a eficicia e a

uniformidade na aplicacdo do Herbaspirillum seropedicae nas sementes de arroz vermelho.
4.6. Semeadura e teste de germinacio

Ap6s o processo de inoculacdo das sementes e a distribuicdo dos tratamentos, procedeu-se
com a semeadura. Esse estdgio foi conduzido utilizando duas folhas de papel germitest
previamente umedecidas com agua destilada autoclavada, na propor¢do de 2,5 vezes a massa do
papel seco autoclavado. Essas folhas foram dispostas em caixas gerbox de dimensdes 11 cm x 11
cm x 3 cm, proporcionando um ambiente propicio para a germinag¢do. Em cada caixa gerbox, 50
sementes de arroz vermelho referentes a cada repeticdo de tratamento foram acomodadas de
maneira equidistante e lacradas com filme de PVC.

As caixas gerbox foram entdo colocadas em uma camara B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) com temperatura mantida a 27 °C e um fotoperiodo de 12 horas de luz branca, conforme
preconizado pelas Regras para Andlises de Sementes-RAS (BRASIL, 2009). Apos 24 horas em
condi¢des controladas na cdmara B.O.D, deu-se inicio ao processo de contagem das sementes
germinadas, com essa contagem sendo realizada diariamente até o décimo quarto dia do
experimento.

Aos sete dias apos a semeadura, o substrato foi umedecido novamente com a mesma
quantidade inicial de dgua. Esse cuidado adicional com a umedecimento do substrato destaca a
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aten¢do para manter condi¢des ideais de germinagdo ao longo do experimento, assegurando um
ambiente propicio para o desenvolvimento inicial das sementes de arroz vermelho. O protocolo
detalhado reforca a metodologia rigorosa adotada para avaliar a germinagdo sob a influéncia de

diferentes tratamentos e condi¢des controladas.
4.7. Variaveis analisadas
4.7.1 Fisiologicas e de crescimento

A avaliagdo do Indice de Velocidade de Germinagio (IVG) foi conduzida por meio da
contagem didria do nimero de plantulas germinadas até que esse nimero se estabilizasse,
considerando germinada a plantula visivel na superficie do papel germitest. O IVG foi
determinado utilizando a expressdo proposta por Maguire (1962), que leva em consideragdo o
tempo necessario para a germinagao de cada plantula, proporcionando uma medida quantitativa
da velocidade desse processo. Essa abordagem visa capturar ndo apenas a taxa de germinacao,
mas também a uniformidade na emergéncia das plantulas ao longo do tempo.

A utilizagdo do IVG permite uma analise mais detalhada e sensivel do desempenho
germinativo, fornecendo informacdes valiosas sobre a dindmica do processo de germinagdo em
resposta aos diferentes tratamentos aplicados no experimento. Maguire (1962) propde um método
que considera a contagem didria das plantulas germinadas, ponderando-as de acordo com o tempo
necessario para a germinacdo. Esse indice ¢ uma ferramenta util na avaliacdo comparativa da
velocidade de germinagdo entre os tratamentos, contribuindo para uma compreensdo mais
aprofundada dos efeitos das condigdes experimentais sobre esse aspecto crucial do

desenvolvimento inicial das plantas.:

G; G, Gn
N, + N, + N, (1)

Onde:
IVG= indice de velocidade de germinacao.
G1, G2 e Gp= nimero de plantulas normais computadas na primeira contagem, na segunda
contagem e na ultima contagem, respectivamente.
Ni, N2 e N, = nimero de dias da semeadura a primeira, a segunda e a ultima contagem,
respectivamente.

Aos 5° (primeira contagem de germinagdo) e 14° (ultima contagem de germinag¢ao) dia apos
a semeadura (DAS) calculou-se a germinacdo (GER%) a qual representa a porcentagem de

sementes germinadas em relacdo ao nimero de sementes dispostas a germinar sob determinadas
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condi¢des experimentais, considerando semente germinada aquela que emitiu radicula e/ou parte
aérea com aproximadamente 2 mm de comprimento. Para tanto, utilizou-se expressao descrita por

Labouriau (1983):

G% =-—-100 ()
N
Onde:
Zn: x, =soma das sementes de cada repetigdo i germinadas, em relagdo ao nimero total de sementes
i=1
(N) colocadas para germinar, sendo os dados expressos em percentagem.

A primeira contagem da germinacdo foi conduzida juntamente com o teste de germinagao,
sendo realizada apenas uma avaliacdo no quinto dia apds a semeadura e os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais.

Utilizando as mesmas plantulas do teste de germinagdo, procedeu-se a avaliagdo do
Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Comprimento Radicular (CRD) aos 14 dias apods a
semeadura (DAS). A mensuragdo da parte aérea e da radicula foi realizada em dez plantulas de
cada repeticao, utilizando uma régua graduada em centimetros. O comprimento de cada plantula
foi registrado separadamente para ambas as partes, ¢ as medicdes foram expressas em
centimetros (cm). O comprimento médio das plantulas foi calculado somando as medidas
individuais de cada repeti¢do e dividindo pelo nimero total de plantulas mensuradas. Esse
procedimento resultou em um valor médio representativo do comprimento da parte aérea e
radicular das plantulas para cada tratamento. Essa abordagem proporciona uma andlise
quantitativa do desenvolvimento das plantulas, permitindo a comparacdo entre os diferentes
tratamentos e a avaliacdo dos efeitos das condi¢des experimentais sobre o crescimento inicial
das plantas.

As plantulas utilizadas para mensuragdo do CPA e CRD foram utilizadas também para
obtengdo da massa fresca total (MFT) ¢ massa seca total (MST), sendo a massa fresca total
determinada em balanga analitica. O material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, os
quais foram conduzidos a uma estufa de circulagdo de ar-forcado para secagem a 60°C por um
periodo de 24 horas e posteriormente efetuou-se a pesagem em balanga analitica, assim obtendo a

massa seca total.
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4.7.2 Bioquimicas

A atividade total da fosfatase acida foi avaliada aos 14 dias apds a germinacao, utilizando
quatro repetigdes, cada uma composta por cinco sementes. Para a preparacdo das amostras, as
plantulas foram maceradas em um almofariz contendo 20 mL de uma solucao tampao de acetato
de s6dio 50 mM com pH 5,0, em uma bandeja sobre gelo. Posteriormente, a mistura foi submetida
a centrifugacdo a 15.000 G por 60 minutos a 0 °C em uma centrifuga refrigerada, resultando em
um extrato isento de células. Esse extrato foi entdo incubado a 70 °C por 20 minutos, seguido por
uma nova centrifugacdo a 10.000 G por 30 minutos, e o sobrenadante foi coletado. Aliquotas de
20 pL desse sobrenadante foram misturadas com 80 pL de uma solu¢do de acetato de sodio 50
mM, pH 5,0. Para o controle de branco, foram utilizados 100 pL de tampao de acetato de so6dio 50
mM, pH 5,0. Em seguida, 100 pL de p-nitrofenol foram adicionados a uma concentracdo de 2,5
mg/mL a cada tubo, seguido de uma incubacdo a 30 °C por 5 minutos. Apos essa etapa, foram
adicionados 900 pL de agua destilada e homogeneizados. A atividade total da enzima foi
determinada espectrofotometricamente, medindo a absorbancia a 400 nm, conforme descrito por
Ching (1986). Os resultados foram expressos em nmoles min™! g'!, proporcionando uma medida
quantitativa da atividade da fosfatase 4cida nas plantulas, permitindo uma analise detalhada do
metabolismo e resposta das plantas aos diferentes tratamentos.

A atividade da a-amilase foi quantificada aos 14 dias apds a germinacao, utilizando quatro
repeti¢des, cada uma composta por cinco sementes. O procedimento iniciou-se com a maceracao
das plantulas em um almofariz contendo 20 mL de uma solugdo tampao de acetato de potassio 50
mM com pH 5,0, em uma bandeja sobre gelo. A mistura foi entdo centrifugada a 15.000 G por 60
minutos a 0 °C em uma centrifuga refrigerada, resultando em um extrato isento de células.

Este extrato foi submetido a uma incubagdo a 70 °C por 20 minutos, seguida por uma
centrifugacdo a 10.000 G por 30 minutos, e o sobrenadante foi novamente coletado. Aliquotas de
20 pL desse sobrenadante foram misturadas com 80 pnL de uma solucdo de acetato de potassio 50
mM, pH 5,0. Para o controle de branco, 100 uL de tampao de acetato de potassio 50 mM, pH 5,0,
foram misturados com 100 pL de amido a uma concentragdo de 1,7 mg/mL em cada tubo, seguido
de uma incubacdo a 30°C por 5 minutos. Apds essa etapa, 100 puL. de solugdo de iodo-iodeto de
potassio foram adicionados, homogeneizados, e, por fim, 900 pL de agua destilada foram
adicionados.

A atividade da enzima foi determinada espectrofotometricamente a 620 nm, conforme a
metodologia de Ching (1986), e os resultados foram expressos em mg min! g!'. Esse método

proporciona uma avaliagdo precisa da atividade da o-amilase nas plantulas, fornecendo
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informacgdes detalhadas sobre o metabolismo durante o periodo critico de 14 dias apos a

germinagao.
4.8. Analises estatisticas

Os dados das variaveis de resposta obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste
(F) de Fisher a 5% de probabilidades de erro. Para as varidveis significativas (p < 0,05), foi aplicado
teste de comparacdo de médias (Teste de Tukey). Realizou-se também analise por meio da correlacao
de Pearson. As analises estatisticas e preparo dos graficos foram realizadas utilizando o software

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

5.1. Contagem do nimero de células viaveis do inoculante e nas sementes

A contagem do niimero de células vidveis no inoculante revelou uma populagdo superior a
108 células por grama (g'), com a auséncia de contaminantes, conforme detalhado na Tabela 2.
Este resultado ¢ consistente com estudos anteriores conduzidos na Embrapa Agrobiologia, nos
quais a sele¢ao de veiculos de inoculacdo usando estirpes de Herbaspirillum spp. e Burkholderia
spp. demonstrou que o namero de células vidveis permanece acima de 10® g'! por até 180 dias apds

a producdo (FERREIRA, 2004).

De acordo com as recomendagdes de Bashan (1998), uma populagdo no inoculante superior
a 10® células g é essencial para garantir uma inoculagio bem-sucedida. A viabilidade ¢ a
quantidade adequada de células no inoculante sdo criticas para assegurar uma introdu¢ao eficaz
dos microrganismos no solo, onde devem competir com a microbiota nativa e enfrentar condigdes
adversas. Por outro lado, a contagem do niimero de células nas sementes peletizadas revelou uma
populagido em torno de 10° células g'! na semente. Essa informagdo destaca a importancia de
garantir um nimero suficiente de células para que, ao serem introduzidas no solo, possam competir
eficientemente com os microorganismos nativos, assegurando sua sobrevivéncia em condig¢des
desfavoraveis no solo. Essa andlise refor¢a a qualidade do inoculante e a eficicia esperada na

promogao do crescimento e desenvolvimento das plantas (Tabela 1).
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Tabela 1. Contagem realizada no inoculante produzido e nas sementes inoculadas

com a estirpe H. seropedicae, utilizada no experimento. Campina Grande-PB, 2022.

Log do n° células g!

Tratamentos Meios de Inoculante Semente Semente nao
cultura inoculada inoculada
PALS LGI-P* 10,32 8,88 N.D.

*Meio LGI-P (semi seletivo para Herbaspirillum spp.). N.D. (Ndo detectada)

5.2. Variaveis fisiologicas e de crescimento

Os resultados da andlise de variancia indicaram que os tratamentos exerceram um efeito
significativo (p < 0,01) sobre as variaveis fisiologicas, incluindo germinagdo (GER%), primeira
contagem de germinagdo (PCQG) e indice de velocidade de germinacao (IVG).

Observou-se um aumento significativo na percentagem de germinagdo das sementes de arroz
vermelho que foram embebidas em solucdo de acido giberélico e inoculadas com H. seropedicae (SE
H>O + GA3 + HS) e das sementes ndo embebidas e inoculadas com H. seropedicae (SNE + HS).
Esses tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, mas foram estatisticamente
superiores as sementes ndo embebidas (SNE), sementes embebidas em agua (SE H20), sementes
embebidas em solugdo de acido giberélico (SE H,O + GA3) e sementes embebidas em agua e
inoculadas com H. seropedicae (SE H>O + HS), sendo estas ultimas estatisticamente equivalentes
entre si (Figura 2A).

No que diz respeito ao indice de velocidade de germinacdao (IVG), as sementes de arroz
vermelho inoculadas com H. seropedicae, tanto embebidas quanto ndo embebidas, também
apresentaram aumentos significativos. Os tratamentos (SE H>O + GA3 + HS), (SNE + HS) e (SE
H>O + HS) foram estatisticamente semelhantes entre si, e diferentes de (SNE), (SE H20) e (SE H>O
+ GA3), sendo que (SE H>0) e (SE H>O + GA3) foram estatisticamente equivalentes e diferentes de
(SNE) (Figura 2B). Esses resultados evidenciam o impacto positivo da inoculacdo com H.
seropedicae, combinada com o tratamento de acido giberélico, na promo¢dao da germinacdo e

velocidade desse processo em sementes de arroz vermelho.
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Figura 2. Germina¢do (A) e indice de velocidade de germinacdo (B) de sementes de arroz

vermelho mediante inoculagcdo com H. seropedicae. Campina Grande, PB, 2022.

Os aumentos registrados na Figura A foram de 38,4% e 25,7% para SNE + HS e SE H,O +
GA3+ HS, respectivamente em relagdo a testemunha SNE.

Maiores indices de velocidade de germinacdo de sementes de arroz vermelho foram
constatados para SNE +HS, SE H,O + GAz+ HS e SE H,O + HS com incrementos de 51,6%; 40,4%
e 35,2%, respectivamente, em relacdo a testemunha SNE, de acordo com observado na Figura 2B.

Na primeira contagem de germinagdo, realizada aos cinco dias, observou-se que o maior
percentual de sementes germinadas (57,9%) foi registrado para as sementes ndo embebidas em agua
e inoculadas com H. seropedicae (SNE + HS). No entanto, esse valor ndo apresentou diferenga
estatistica em relagdo aos percentuais de 58,6%, 64% e 61,1% observados nos tratamentos SE H>O +
GA3, SE H,O + HS, SE H,O + GA3 + HS, respectivamente. Vale ressaltar que esses ultimos
tratamentos diferiram estatisticamente dos valores registrados para as sementes ndo embebidas em
agua (SNE) e as sementes embebidas em agua (SE H>O), que apresentaram 51% e 50% de sementes
germinadas, respectivamente (Figura 3).

Esses resultados indicam que a inoculagdo com H. seropedicae, especialmente quando
combinada com a imersdo em acido giberélico, promoveu um aumento significativo na germinagao
das sementes de arroz vermelho durante a primeira contagem aos cinco dias. Esse efeito positivo
destaca o potencial da bactéria como agente promotor de crescimento na fase inicial do

desenvolvimento das plantulas.
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Figura 3. Primeira contagem de germinagdo de sementes de arroz vermelho aos cinco dias apos

a semeadura, inoculadas com H. seropedicae nas sementes. Campina Grande, PB, 2022.

Destaca-se que o tratamento que se destacou com os valores mais expressivos foi o das
sementes ndo embebidas e inoculadas com H. seropedicae (SNE + HS), registrando um
comprimento radicular de 4,6 cm e um comprimento da parte aérea de 7,62 cm (Figura 6A e B).
Essas diferencas significativas representaram um aumento de 50%, 45,7%, 12,2%, 17,3% e 50,2%
no comprimento radicular em relagdo aos tratamentos SNE, SE H>O, SE H,O + GA3, SE H,O +
HS, SE H20 + GA3 + HS e SNE + HS, respectivamente (Figura 4A). Em relagdo ao comprimento
da parte aérea, o tratamento SNE + HS promoveu incrementos de 70,1%, 63,7%, 40,1%, 8,33% e
18,8% em relacao aos tratamentos SNE, SE H,O, SE H,O + GA3, SE H,O + HS, SE H,O + GA3
+ HS e SNE + HS, respectivamente (Figura 4B).

Esses resultados indicam que a inoculagdo com H. seropedicae, especialmente quando
combinada com a ndo embebi¢do das sementes, exerce um impacto positivo substancial no
desenvolvimento radicular e da parte aérea das plantulas de arroz vermelho. Este efeito benéfico
destaca o potencial da bactéria como agente promotor de crescimento, influenciando positivamente

os aspectos morfologicos das plantulas.
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Figura 4. Comprimento radicular (A) e comprimento da parte aérea (B) de plantulas de arroz

vermelho mediante a inoculacdo de H. seropedicae nas sementes. Campina Grande, PB, 2022.

Conforme evidenciado nas Figuras 4A e B, os menores valores de comprimento da radicula
e parte aérea foram observados nas sementes ndo embebidas, pois ndo foram estimuladas. Mesmo
quando as sementes foram submetidas a embebicdo em agua por 24 horas, ndo houve aumento
significativo nos comprimentos da radicula e da parte aérea das plantulas de arroz vermelho. No
entanto, ¢ importante destacar que os tratamentos SE H>O + GA3 e SE H>O + HS apresentaram
incrementos significativos de 50,9% e 45,1%, respectivamente, no comprimento da parte aérea.
Em relagdo ao comprimento radicular, os tratamentos SE H,O + GA3, SE H,O + HS e SE H,O +
GA3 + HS demonstraram aumentos expressivos de 55,1%, 61% e 66,1%, respectivamente, em
comparagdo com o tratamento das sementes ndo embebidas e ndo inoculadas (SNE).

Esses resultados sugerem que a embebicdo em agua, quando combinada com &cido
giberélico ou H. seropedicae, desempenha um papel significativo no estimulo do crescimento das
plantulas de arroz vermelho, proporcionando incrementos notaveis nos comprimentos da radicula
e parte aérea. Esses tratamentos podem representar estratégias eficazes para promover o
desenvolvimento inicial das plantulas, superando os efeitos limitados observados nas sementes
ndo embebidas.

Prosseguindo com a andlise dos resultados das variaveis de crescimento, observou-se que
as plantulas provenientes de sementes inoculadas apresentaram maiores valores, destacando-se
uma significativa alocagdo de massa fresca total (0,4 g) e massa seca total (0,5 g) no tratamento
SNE + HS. Vale ressaltar que esses valores ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo as
médias de 0,45 g e 0,49 g nos tratamentos SE H>O + HS e SE H>O + GA3 + HS para massa fresca

total e massa seca total, respectivamente (Figura 5SA e B).
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Por outro lado, o acimulo de massa fresca total das plantulas foi notavelmente
incrementado em 48% nos tratamentos SE H,O + HS e SE H,O + GA3 + HS, e em 50,3% no
tratamento SNE + HS, em comparagdo com o tratamento de sementes ndo embebidas e ndo
inoculadas (SNE) (Figura 5A). Esses resultados sugerem que a inoculacdo com H. seropedicae,
especialmente no tratamento SNE + HS, pode promover uma alocagdo mais eficiente de recursos
nas plantulas de arroz vermelho, resultando em um aumento significativo na massa fresca total e
massa seca total. Esses achados indicam o potencial da inoculagdo com H. seropedicae em
otimizar o crescimento inicial da cultura do arroz vermelho.
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Figura 5. Massa fresca total (A) e massa seca total (B) de plantulas de arroz vermelho com sementes
ndo embebidas em agua, embebidas em agua e em solugdo de acido giberélico e inoculadas com H.

seropedicae, aos 14 dias apos semeadura. Campina Grande, PB, 2022.

Ao comparar o tratamento SE H2O + HS com SE H>O, observamos um aumento de 50% na
massa fresca total e um aumento de 20% na massa fresca total para SE H>O + HS quando comparado
com SE H,O + GA3. Entretanto, o tratamento com sementes embebidas em agua (SE H»0) reduziu
a massa fresca em 20% quando comparado com as sementes ndo embebidas (SNE), conforme
observado na Figura 5A. A relacdo entre o tratamento SNE e SNE + HS pode ser observada de forma
mais nitida e bem compreendida, mostrando que as folhas estdo mais vigorosas para o tratamento de
sementes nao embebidas em dgua e inoculadas com a bactéria (Figura 5B) do que as sementes nao
embebidas e ndo inoculadas.

Analisando os resultados da massa seca total, verificou-se um aumento de 60% para os
tratamentos SE H,O + HS, SE H>O + GA3 + HS e de 60% para o tratamento SNE + HS em relacao
ao tratamento das sementes ndo embebidas e nao inoculadas (SNE). Além disso, houve incrementos

de 30% para os tratamentos SE H,O + HS, SE H>O + GA3 + HS e de 45% para SNE + HS em relacao
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ao tratamento das sementes embebidas em dgua SE H»>O (Figura 5B). No entanto, a embebi¢ao das
sementes em solucdo de acido giberélico (SE H.O + GA3) apresentou uma massa seca total
numericamente igual ao tratamento das sementes ndo embebidas (SNE), com massa seca total de 0,1
g, indicando que este tratamento nao contribuiu para o crescimento das plantulas de arroz vermelho.
Este efeito pode ser atribuido ao potencializador de H. seropedicae, que, além da produ¢ao de acido
giberélico para atuacgdo na sinalizagdo celular, alongamento celular e turgescéncia vacuolar, foi eficaz
em aumentar os niveis de nitrogénio para a planta. Os niveis de nitrogénio podem aumentar de acordo
com a colonizacdo da bactéria nos tecidos das plantulas ao longo do tempo. Vale ressaltar que, quando
comparamos os valores médios (0,09 g) da massa seca total do tratamento das sementes nao
embebidas e inoculadas com H. seropedicae (SNE + HS) com os valores médios (0,09) das sementes
embebidas em 4gua e inoculadas com a bactéria (SE H>O + G) e sementes embebidas em solugdo de
acido giberélico e inoculadas com a bactéria (SE H>O + GA3 + HS), embora essa diferenga ndo seja
estatisticamente significativa, observamos um incremento de 30%. Esses resultados sugerem que a
inoculagdo com H. seropedicae, especialmente no tratamento SNE + HS, pode influenciar
positivamente a alocagdo eficiente de recursos nas plantulas de arroz vermelho, resultando em um

aumento significativo na massa fresca total e massa seca total.
5.3.Variaveis bioquimicas

Os resultados da andlise de variancia indicam que os tratamentos aplicados tiveram efeitos
significativos nas atividades enzimadticas da alfa amilase (APA) e fosfatase acida (FOA). Os
tratamentos SE H20 + HS, SE H20 + GA3 + HS e SNE + HS foram estatisticamente iguais entre
si, mas diferiram dos tratamentos SNE, SE H20 ¢ SE H20 + GA3 nas atividades da o-amilase e
da fosfatase acida (Figura 9A e B).

A atividade da a-amilase foi mais elevada no tratamento com sementes ndo embebidas em
agua e inoculadas com H. seropedicae (SNE + HS), atingindo um valor médio de 90,5 mg min™!
gl Isso representa um aumento significativo de 38,5% em relagdo ao tratamento com sementes
ndo embebidas e ndo inoculadas (SNE), que apresentou uma média de 55,9 mg min™! g'! (Figura
6A).

Além disso, foram observados incrementos de 30%, 25%, 10% e 5% na atividade da o-
amilase para o tratamento (SNE + HS) em comparag¢do com os tratamentos SE H,O, SE H>O +
GA3, SE H,O + HS, SE H>O + GA3 + HS, respectivamente. Os tratamentos SE H>O + HS e SE
H>O + GA3 + HS aumentaram a atividade da a-amilase em 25,7% e 21,5%, respectivamente, em
comparagdo com os tratamentos SE H20 e SE H20 + GA3. Eles também mostraram aumentos de
35% e 37%, respectivamente, em relagdo ao tratamento de sementes ndo embebidas e ndo
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inoculadas (SNE) (Figura 6A). Os tratamentos SE H,O e SE H,O + GA3 aumentaram a atividade
da a-amilase em 20% em relacdo ao tratamento (SNE), como evidenciado na Figura 6A.

No caso da atividade da fosfatase 4cida (FOA), o tratamento SNE + HS também apresentou
a maior atividade, com um valor médio de 80,0 nmoles min'! g'!. Esse valor representa um aumento
significativo de 70% na atividade da fosfatase acida em relagdo ao tratamento das sementes ndo
embebidas e ndo inoculadas (SNE), com um valor médio de 51,1 nmoles min'! g! (Figura 6A).

Além disso, foram observados aumentos de 30%, 20%, 5% e 8% na atividade da fosfatase
acida para o tratamento SNE + HS em relagdo aos tratamentos SE H,O, SE H,O + GA3, SE H,O
+ HS, SE H>O + GA3 + HS, respectivamente. Os tratamentos SE H>O + HS e SE H,O + GA3 +
HS aumentaram a atividade da fosfatase acida em 20% e 25%, respectivamente, em comparacao
com os tratamentos SE H,O e SE H,O + GA3. Além disso, houve um aumento de 40% e 50% em
relacdo ao tratamento das sementes ndo embebidas e ndo inoculadas (SNE) para os tratamentos
SE H»,O + HS e SE H,O + GA3 + HS, respectivamente (Figura 6B). Os tratamentos SE H>O e SE
H>O + GA3 apresentaram um aumento de 20% na atividade da fosfatase acida em relacdo ao
tratamento (SNE), conforme a Figura 6B.

Esses resultados indicam que a inoculagao de H. seropedicae, especialmente no tratamento
SNE + HS, pode influenciar positivamente as atividades enzimaticas da a-amilase e fosfatase acida
em plantulas de arroz vermelho. Essas enzimas desempenham papéis importantes nos processos
metabolicos das plantas, como a mobilizagdo de reservas de amido e a absor¢cdo de fosfato, e

podem contribuir para o aumento do crescimento e desenvolvimento das plantulas.
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Figura 6. Atividade da a-amilase (A) e atividade da fosfatase acida de plantulas de arroz
vermelho mediante a ndo embebicdo e embebicdo em agua, em solucdo de acido giberélico e

inoculacdo de H. seropedicae nas sementes. Campina Grande, PB, 2022.

Os resultados obtidos indicam que a atividade da fosfatase acida nas plantulas de arroz
vermelho foi significativamente influenciada pelos tratamentos, com destaque para o aumento
observado no tratamento SNE + HS, onde as sementes foram inoculadas com H. seropedicae e
ndo embebidas em dgua. A atividade da fosfatase 4cida € crucial para a absorcao de fosfato pelas
plantas, e o aumento observado pode ser atribuido a capacidade da H. seropedicae de solubilizar
fosfato, contribuindo para a disponibilidade desse nutriente para as plantas.

Além disso, a influéncia positiva da inoculacdo de H. seropedicae nas atividades
enzimaticas destaca o potencial dessa bactéria como promotor de crescimento em plantas de arroz
vermelho. A capacidade da H. seropedicae de produzir giberelinas pode ter contribuido para os
resultados observados, estimulando a taxa fotossintética ¢ aumentando a eficiéncia no uso do
nitrogénio fixado pela bactéria.

Os tratamentos SE H,O + HS, SE H,O + GA3 + HS e SNE + HS também apresentaram
aumentos significativos na atividade da fosfatase acida em comparagao com o tratamento SE H>O
+ GA3 e SE H>O. Isso sugere que a presenca da H. seropedicae, tanto associada a 4gua como ao
acido giberélico, teve um impacto positivo na atividade da fosfatase 4cida.

Em resumo, os resultados indicam que a inoculacdo de H. seropedicaec em sementes de
arroz vermelho, especialmente quando ndo embebidas em dgua (tratamento SNE + HS), pode
resultar em aumentos significativos na atividade da fosfatase 4cida, promovendo um ambiente
mais propicio para o desenvolvimento das plantulas. Esses achados sdo relevantes para a
compreensdo dos beneficios da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento em culturas

agricolas.
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6. CONCLUSOES

A inoculacdo de H. seropedicae em sementes de arroz vermelho demonstra impactos
positivos significativos, promovendo aprimoramentos na velocidade de emergéncia e germinagao
das plantulas, além de influenciar positivamente o comprimento radicular e da parte aérea. A
presenca da bactéria também resulta em um aumento notavel na atividade da fosfatase acida e o-
amilase, indicando uma resposta bioquimica mais robusta nas plantulas de arroz vermelho
inoculadas.

Além disso, a massa fresca total e massa seca total das plantulas sdo beneficiadas pela
inoculacdo de H. seropedicae, sugerindo que a bactéria desempenha um papel crucial no estimulo
ao crescimento inicial dessas plantas. Este efeito positivo da bactéria se estende até os 14 dias apos
a germinagdo, evidenciando a persisténcia do impacto promotor de crescimento ao longo do
desenvolvimento inicial das plantulas.

A correlagdo positiva entre a atividade da fosfatase acida e a-amilase com parametros como
percentagem de germinagdo, primeira contagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinagdo, comprimento da parte aérea e comprimento radicular destaca a importancia dessas
enzimas na promogao do crescimento e desenvolvimento das plantulas.

Em sintese, H. seropedicae apresenta um consideravel potencial agrondémico e
biotecnoldgico como promotora de crescimento na cultura do arroz vermelho, melhorando a
germinagdo, crescimento inicial e atividade bioquimica das plantulas, independentemente da
embebicdo das sementes. Esses resultados fornecem insights valiosos para o desenvolvimento de
estratégias sustentdveis na agricultura, explorando o papel benéfico de bactérias promotoras de

crescimento.
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