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INTRODUCAO

O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de arroz do Brasil, 8.440,5 mil
toneladas na safra de 2014/15, correspondendo a 68% da producdo nacional. A area
plantada no pais diminuiu 1,2% em relacdo a safra anterior, porém a produgdo aumentou
em 3,5% (Conab, 2015). Apesar disso, dados referentes a fevereiro de 2015, mostram que
0 Brasil importou 44,5 mil toneladas desse grdo, a maior parte oriunda de paises que
integram o Mercosul.

O uso ostensivo do solo de lavouras pode resultar em problemas na sua manutengdo e
sustentabilidade (Postma-Blaauw et al., 2010). Microrganismos tém sido utilizados como
importantes indicadores da qualidade do solo, pois eles sdo responsaveis pela
disponibilidade de nutrientes, podendo auxiliar as plantas na absorcdo e fixacdo de
substancias (Choudhary et al., 2011).

Técnicas de Biologia Molecular que utilizam o gene 16SrRNA sdo frequentemente
utilizadas para a captagdo de dados sobre a diversidade e dindmica de comunidades
bacterianas em ecossistemas variados, incluindo os agricolas (Wang & He, 2012). Através
de técnicas classicas de microbiologia é possivel acessar apenas 1% da comunidade de
microrganismos (Zhong et al., 2012), restringindo 0 acesso a algumas espécies, pois essa
metodologia depende da temperatura de crescimento e meios de cultura. Por outro lado,
através da biologia molecular, é possivel obter resultados mais consistentes sobre a
dindmica de microrganismos, indispensavel em estudos ecolégicos (Kusar and Avgustin,
2012).

Estre trabalho teve como objetivo avaliar a modificagdo da comunidade bacteriana da
lamina de agua de lavouras de arroz irrigado ao longo do ciclo de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Amostras de agua foram coletadas em duas lavouras orizicolas, cultivadas sob o
sistema pré-germinado, e dois agudes utilizados como fonte de irrigacdo, situados no
municipio de Viamao, Brasil. Amostragens foram realizadas em trés periodos: apds o
preparo do solo, na fase vegetativa e na fase reprodutiva da planta, durante os anos
agricolas 2011/12 e 2012/13. Em cada lavoura uma amostra composta da lamina de agua
das parcelas orizicolas (até 10 cm) foi coletada. Nos agudes foram coletadas amostras em
duas estratificagfes (até 10 cm e de 50-100 cm). As mostras foram acondicionadas em
frascos esterilizados e conservados a 4°C até serem realizadas as analises.

As amostras de agua de 600mL foram filtradas em membranas de nitrocelulose
(0,22um) e estocadas a -22°C. O DNA total bacteriano foi extraido das membranas
utilizando o kit Power Soil DNA Isolation (MoBio). A quantificagdo de DNA das amostras foi
realizada através de espectrofotometria. Para a PCR foram utilizados os oligonucleotideos
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968f, com acréscimo do grampo GC e, 1401r (Sanchez et al., 2007), que amplifica 450pb.
Para o DGGE foi confeccionado um gel de 6% de poliacrilamida em TAE 1X (20 mM Tris, 10
mM acetato, 0.5mM EDTA pH 7.4), com gradiente desnaturante de 30 a 60%. A migracao
em eletroforese foi de 16h a 60°C e 85V. Apds o gel foi corado em GelRed (Biotium), com
auséncia de luz. O gel foi imediatamente fotografado em iluminacdo UV através do
equipamento Carestream Gel Logic 112 e Software Carestream Gel Logic 112 Imaging
System.

As fotografias foram analisadas com o auxilio do Software ImageQuant TL (GE
Healthcare Life Sciences). Foram realizadas analises utilizando os indices de Diversidade
de Shannon e Simpson através do Software Past.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1(a) apresenta a distribuicdo das bandas em cada fase fenolégica da planta,
assim como sua localizagéo. No periodo de pré-plantio a riqueza de filotipos foi a mesma
em todos os locais. Na fase vegetativa foi maior na camada mais profunda dos agudes e na
lavoura. Durante a fase reprodutiva as lavouras apresentaram a maior abundancia.

Os diagramas de Venn mostram o nimero de filotipos para cada local e, também, quais
os filotipos comuns entre os locais e sua modificagdo em cada fase da cultura. Na fase de
pré-plantio Figura 1(b), na fase vegetativa Figura 1(c) e na fase reprodutiva Figura 1(d).
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Figura 1. Riqueza de filotipos detectada por PCR-DGGE de fragmento do gene 16S rRNA
durante os periodos de coleta (a). Diagrama de Venn baseado na distribuicdo de filotipos
bacterianos nos pontos de coleta: lavoura (0-10cm), acude (0-10cm) e agude (50 -100cm),
no periodo anterior ao plantio (b), fase vegetativa (c) e fase reprodutiva (d). O cédigo que
representa os locais sdo: agude profundidade 10cm, no pré-plantio (AAP); acudes
profundidade 50-100cm, pré-plantio (APAP), lavoura, pré-plantio (LAP); acudes
profundidade 10cm, fase vegetativa (AV); acudes profundidade 50-100cm, fase vegetativa
(APV), lavouras, fase vegetativa (LV); agudes profundidade 10cm, fase reprodutiva (AR);
acudes profundidade 50-100cm, fase reprodutiva (APR), lavoura, fase reprodutiva (LR).



Quando comparadas as fases de cultivo, quanto ao nimero de filotipos, ou seja, a
rigueza de espécies, a fase vegetativa apresentou a maior riqueza, 35 filotipos, a fase
reprodutiva 26 filotipos e o periodo de pré-plantio 21 filotipos. O mesmo néo foi encontrado
para os indices de diversidade. Utilizando o indice de Shannon a fase reprodutiva foi a que
apresentou a maior diversidade de espécies, seguida pela fase vegetativa (Figura 2a), ao
contrario do que havia ocorrido para riqueza de espécies. O mesmo padréo foi encontrado
com o indice de Simpson, onde a fase reprodutiva aparece com maior diversidade de
espécies (Figura 2b). Os locais também apresentaram riqueza diferenciada, 25 filotipos na
camada superficial dos acudes, 30 filotipos na camada mais profunda dos acudes (50-
100cm) e 35 filotipos nas lavouras. Quanto a diversidade, apesar de as lavouras terem a
maior riqueza de filotipos, a maior diversidade segundo o indice de Shannon foi encontrada
na camada mais profunda dos acudes (Figura 5a) 0 mesmo ocorreu com a utilizagdo do
indice de Simpson (Figura 5b).
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Figura 2. indice de diversidade Shannon (H) e Simpson (1-D). indice de Shannon
encontrado em cada fase da cultura (a); indice de Simpson encontrado em cada fase da
cultura (b); indice de Shannon encontrado em cada local (c); indice de Simpson encontrado
em cada local (d). Os codigos sédo representados por: PP — pré-plantio, VE — fase vegetativa
e RE — fase reprodutiva.

De acordo com Bacilio-Jiménez et al. (2003) nas duas primeiras semanas de cultivo de
arroz irrigado a quantidade de exsudados como aminoacidos e aglUcares é muito mais alta.
Na segunda semana a quantidade de aminoacidos chega a diminuir mais de 50%, mas
ainda permanece alta, em relacdo a terceira e quarta semanas. Os exudados das plantas,
assim como a adicao de nutrientes, podem ter gerado um fator positivo, pois em ambas as
fases em que ja haviam plantas nas lavouras a diversidade foi maior em comparacéo ao
periodo de pré-plantio. Alguns autores citam os exsudados das raizes como fonte de
nutrientes para micro-organismos presentes na rizosfera, assim como os que colonizam o
solo (Gao et al., 2006).

A secrecéo de acido malico pelas plantas aumenta a populacéo de bactérias benéficas
associadas as raizes. Essas bactérias podem auxiliar o crescimento das plantas, absor¢édo
de nutrientes ou até mesmo proteger as plantas através de antagonismo a patégenos (Bais
et al., 2006). Porém a grande disponibilidade de nutrientes pode favorecer algumas
espécies de rapida colonizagdo, aumentado muito em ndmero, em detrimento de outras.



Durante a fase subsequente, ou seja, a reprodutiva, o equilibrio entre os grupos bacterianos
se torna mais estavel, permitindo com que uma maior gama de espécies coabite os locais
em abundancia semelhante, fazendo com que a maior riqueza tenha sido encontrada na
fase reprodutiva.

Os acgudes, apesar de fontes artificiais de agua, ndo recebem aporte artificial de
nutrientes, mantendo um ciclo estavel de decomposicdo de matéria organica, realizada
principalmente por bactérias heterotréficas. A maior diversidade foi encontrada nesses
locais, quando comparadas as lavouras, isso de justifica pela manutengdo de uma
comunidade bacteriana estavel a mais tempo.

CONCLUSAO

As plantas de Oryza sativa tem relag@o positiva com bactérias dispersas no ambiente,
isso se deve a relagdo entre bactérias e os exudados das plantas, assim como a matéria
organica dispersa do solo, elemento nutritivo para bactérias que promovem a
decomposicdo. Através da decomposicdo da matéria organica do solo essas bactérias
geram novos nutrientes as plantas, garantindo a sustentabilidade do ambiente. Durante o
periodo de entressafra poderia ser interessante manter as plantas na lavoura, ou permitir a
colonizacdo de outras plantas, jA& que a matéria vegetal no local permitiria continuar a
colonizagao bacterina no solo favorecendo a disponibilizagéo de nutrientes.
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