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Ata da reunido da Comiss&o Julgadora da Defesa de Dissertacdo da Bidloga Adeline
Neiverth. Aos onze dias do més de julho de 2011, as 14:00 horas, sob a presidéncia do
Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa, em sessio publica reuniu-se a Comissao
Julgadora da defesa da Dissertacdo da Bidloga Adeline Neiverth, discente do Programa de
Pés-Graduacdo Stricto Sensu em Agronomia - Nivel Mestrado e Doutorado com area de
concentracdo em “PRODUCAO VEGETAL”, visando 3 obtengdo do titulo de “MESTRE
EM AGRONOMIA”, constituida pelos membros: Dr. Francisco de Assis Franco
(COODETEC), Prof. Dr. José Barbosa Duarte Junior, Profa. Dra. Eliane Cristina Gruszka
Vendruscolo e Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa (Orientador).

Iniciados os trabalhos, a candidata apresentou seminario referente aos resultados obtidos
€ submeteu-se a defesa de sua Dissertacgao, intitulada: “Desempenho de genétipos de
trigo associados com Herbaspirillum seropedicae em relacdo a fixacdo biolégica
de nitrogénio e promocdo do crescimento vegetal”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultado foi o
seguinte, observada a ordem de arguigao:
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Profa. Dra, Eliane Cristina Gruszka gl el o SRR e Aprovada
Prof. Dr. Antonio Carlos Torres da Costa (OriEMadal ) e i o Aprovada

Apurados os resultados, verificou-se que a candidata foi habilitada, fazendo jus,
portanto, ao titulo de “MESTRE EM AGRONOMIA”, 3&rea de concentracio:
“"PRODUGCAO VEGETAL”. Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comiss3o Julgadora.

Marechal Candido Rondon, 11 de julho de 2011.

Dr. Francisco de Assis Franco
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RESUMO

DESEMPENHO DE GENOIIPQS DE TRIGO ASSOCIADOS COM Herbaspirillum
seropedicae EM RELACAO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO E
PROMOCAQO DO CRESCIMENTO VEGETAL

Os fertilizantes nitrogenados sao fontes convenientes de nitrogénio para a cultura de trigo,
porém geram altos custos e podem ser poluentes. A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é
uma fonte alternativa de nitrogénio por meio das bactérias diazotraficas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o desempenho de gendtipos de trigo brasileiros para a FBN e
promocdo do crescimento vegetal (PCV) associados com a bactéria diazotrofica H.
seropedicae SmR1, sob condicdes in vitro e em casa de vegetacdo. Nas condigdes in vitro,
colocou-se plantulas de 8 gen6tipos de trigo em tubos de ensaio com meio de cultura liquido,
co-cultivadas durante 7 dias com 10’células de bactéria.mL™. O mesmo nimero de plantulas
foi mantido nas mesmas condigdes, porém sem indculo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, num esquema fatorial 8 x 2 com 3 repeti¢cdes. Analisou-se a massa
fresca de raizes, massa fresca e seca de parte aérea, o nitrogénio total (NT), contetdo de
amonio (NH,"), contagem microbiana (UFC), Glutamina sintetase (GS), a morfologia das
raizes por microscopia e analise molecular das bactérias endofiticas e epifiticas recuperadas
apos co-cultivo. Em casa de vegetacdo, foram avaliados 5 gendtipos de trigo, onde o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 5 x 4 com 5
repeticdes, onde: 1 — Testemunha; 2 — Adicdo de N na forma de ureia, 142 kg ha™ de N; 3 —
Adicdo de inéculo contendo H. seropedicae, 10° celulas por semente (Hs) e 4 — Adicao de
ureia + inoculo (N+Hs). Avaliaram-se a massa fresca de raizes, massa fresca e seca de parte
aérea, o NT, contelido de NH; e a atividade da GS. Como pardmetros agrondmicos
avaliaram-se a massa da planta inteira no final do ciclo fenoldgico, producdo por planta e
massa de 100 grdos. Como resultados, observou-se in vitro a presenca de bactérias epifiticas
nas raizes de todos os genoétipos e presenca de bactérias endofiticas ndo foi verificada nos
gendtipos CD 104, CD 119 e CD 150. Verificou-se um aumento acentuado de pélos
radiculares nos genétipos CD 105, CD 117, CD 119 e CD120. As cultivares CD 105 e CD
120 pela presenca da bactéria endofiticamente associado com o aumento de pélos radiculares,
podem ser as mais promissoras para uma resposta da FBN. As plantulas inoculadas
apresentaram senescéncia precoce. Os niveis de NH4*, GS e NT nas raizes nio foram
determinantes para a promocdo do crescimento vegetal. Os resultados obtidos em casa de
vegetacdo demonstram que, apesar de ter havido interacdes significativas, os parametros ndo
foram determinantes para a definicdo de um genotipo que apresentasse uma resposta
conclusiva a respeito da interacdo benéfica entre gendtipo COODETEC e H. seropedicae. No
entanto, observou-se uma contribuicdo a ser mais bem estudada, onde a cultivar CD 120
mostrou indicios de resposta a associacdo com a bactéria e possivel ocorréncia da FBN. N&o
foi observado nenhum efeito negativo da inoculagéo as plantas. Estudos complementares séo
necessarios para obter respostas quanto as interacfes destes genotipos com estas bactérias
diazotroficas, no processo de colonizagéo, da FBN e da PCV.

Palavras-chaves: Triticum aestivum, bactérias diazotréficas, enzima glutamina sintetase,
amonio, interacdo planta-bactéria.



ABSTRACT

PERFORMANCE OF WHEAT GENOTYPES ASSOCIATED WITH Herbaspirillum
seropedicae IN RELATION TO BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION AND PLANT
GROWTH PROMOTION

Wheat is the most important staple food of the world. The increase in grains productivity and
protein content is correlated to increase inorganic nitrogen absorption. Usually, urea is the
most convenient source of Ny, but, it causes the increase in crops costs beyond injuries to the
environment. The BNF realized by diazotrophics bacteria is an alternative to supplement or
replace the nitrogen fertilizers and promote plant growth. The objective of this study was to
evaluate the performance of Brazilian wheat genotypes for PCV/( plant promoter growth) and
BNF by association between diazotrophic bacteria (H. seropedicae SmR1) and wheat cultivars
under in vitro and greenhouse conditions. In in vitro experiment, eight wheat plantlets of 8
genotypes were tested in tubes with liquid culture medium and these were co-cultured for 7
days with 107 cells.mL™. As control plantlets without inoculum under the same conditions
were used. The experimental design was completely randomized in a 2 x 8 factorial with 3
repetitions. We analyzed the fresh mass of roots, fresh and dry weight of shoots, total nitrogen
(TN) content of NH4 *, microbial counting (CFU), glutamine synthetase activity (GS), the
morphology of the roots by microscopy and molecular analysis of epiphytic and endophytic
bacteria recovered after co-cultivation. In the greenhouse, it was planted five wheat
genotypes. The seeds were placed in pots with 4.5 kg of soil under four treatments: 1 -
Control 2 - Addition of N as urea (142 kg ha™* of N) 3 - Addition of inoculum containing H.
seropedicae (10° cells.mL™) (Hs) and 4 - Addition of inoculum containing urea + H.
seropedicae (N + Hs). The experimental design was completely randomized in a factorial 5 x
4 with 5 repetitions. The fresh mass of roots, fresh and dry weight of shoots, NT, NH4 +
content and GS activity were evaluated. As agronomic parameters were evaluated the whole
plant mass at the end of the phenological cycle, yield per plant and weight of 100 seeds.As
results in vitro, it was observed the presence of epiphytic bacteria on the roots of all genotypes
and the presence of endophytic bacteria in genotypes CD 105, CD 108, CD 111, CD 117, CD
120. There was a sharp increase of root hairs in the genotypes CD 105, CD 117, CD 119 and
CD120. The cultivars CD 105 and CD 120 by the presence of endophytic bacteria showed an
increase of root hairs, probably it may be the most promising for a response of BNF. The
levels of NH4 +, NT and GS in the roots were not decisive for in vitro plant growth
promotion. The results obtained in the greenhouse showed significant interactions among
parameters, although there were were not crucial for the definition of a specific genotype
which answers to the interaction. However, there was a contribution to be further studied,
where the CD 120 cultivar showed evidence of association with response to the bacterium and
possible occurrence of the BNF. There was no negative effect of inoculation to plants.
Additional studies are needed to get answers about the interactions of these genotypes with
diazotrophic bacteria related to BNF and plant growth promotion.

Keywords: Triticum aestivum, diazotrophic bacteria, the enzyme glutamine synthetase,
ammonia, plant-bacteria interaction.



1 INTRODUCAO

Mundialmente, o ganho de producdo pela cultura do trigo (Triticum aestivum), na
ultima metade de seculo, foi de aproximadamente 1% ao ano, devido aos avancos
tecnoldgicos de melhoramento de algumas cultivares mais produtivas e a ado¢do de melhores
praticas culturais. Porém, a projecédo futura é que este ganho anual precisaré alcangar perto de
2,5% até 2025, para atender o crescimento demografico humano (CURTIS et al., 2002).

O aumento na produtividade e no conteldo protéico deste cereal esta diretamente
relacionado com o aumento na absorc¢do de nitrogénio inorganico (SAUBIDET et al., 2002;
DIAZ-ZORITA e FERNANDEZ-CANIGIA, 2008). Isso leva a um aumento proporcional no
consumo de fertilizantes nitrogenados uma vez que depois da agua, o0 nitrogénio € o nutriente
gue mais limita a produtividade de trigo, sendo considerado o elemento mineral mais
abundante nas plantas, compondo biomoléculas e inimeras enzimas (DONATO e
ANDRADE, 2004). Porém esses fertilizantes tém alto custo de producdo e, estudos
comprovam que 0 emprego desses quimicos causa danos ao meio-ambiente, tais como: a
emissdo de 6xidos nitrosos toxicos, acidificacdo do solo, eutrofizacdo de lagos e rios, dentre
outros (HOWARTH et al., 2000). Esses fatores tém estimulado a busca por alternativas que
possam diminuir a utilizagdo deste fertilizante sem que haja diminuigéo da produgéo.

Uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos é explorar e melhorar a capacidade de
gramineas, como o trigo, para obter nitrogénio através da fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) gasoso (N,) (SAUBIDET et al., 2002; INIGUEZ et al., 2004). A FBN € mais vantajosa
em relacdo a aspectos ecoldgicos e econdmicos (MUTHUKUMARASAMY et al., 2005). Se a
FBN fosse disponivel para os cereais (e/ou ndo-leguminosas) num sistema associativo efetivo
com algumas caracteristicas do sistema simbiético das leguminosas, isto poderia resultar
numa reducdo significativa no uso de fertilizantes nitrogenados (KENNEDY et al., 1997).
Nestes ultimos anos este potencial tem sido explorado em n&o-leguminosas, e os estudos para
efetiva aplicacdo da FBN em cana-de-agucar sdao os mais completos (SARAVANAN et al.,
2007; BHATTACHARIJEE et al., 2008).

Existem alguns estudos com Herbaspirillum e com outros diazotroficios, em
gramineas incluindo algumas cultivares brasileiras de trigo (SAUBIDET et al., 2002;
INIGUEZ et al., 2004; SALA et al., 2005). Entretanto, a eficiéncia da FBN principalmente em

cultivares brasileiras de trigo e H. seropedicae ainda ndo estd muito definida.
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Além da FBN, esta bem descrito o potencial para promog¢do do crescimento vegetal
(PVC) proporcionado por essas bactérias, principalmente pelo fato destas serem capazes de
produzir fitohorménios (ZAKHAROVA et al., 1999; LEE et al., 2004; SALA et al., 2005;
BHATTACHARJEE et al., 2008; SPAEPEN et al., 2008).

O interesse de estudos in vitro é avaliar unicamente o efeito das bactérias, sem a
interferéncia de fatores ambientais ou a presenca de outro micro-organismo que ndo o de
interesse, num ambiente totalmente controlado (KUSS et al., 2007). Estes experimentos,
podem ser associados a experimentos em casa de vegetacdo, realizados para conhecer o
comportamento planta/bactéria em ambientes semelhantes aos & campo e verificar se 0s
resultados obtidos in vitro se repetem em ambientes de casa de vegetacao.

Tanto trigo, quanto a bactéria H. seropedicae sdo alvos de estudos, 0 que torna
relevante o estudo desta interacdo através da definicdo dos gendtipos que melhor respondem
em produtividade e FBN. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho
de gendtipos de trigo nacionais para a FBN e PVC, associadas com a bactéria diazotrofica H.

seropedicae SmR1, sob condic¢des in vitro e em casa de vegetacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Culturado Trigo

O trigo pertence ao género Triticum, que é um género constituido de um grande
namero de espécies, das quais algumas se encontram em estado silvestre, enquanto outras
somente sdo conhecidas em estado de cultivo (SOBRINHO e SOUZA, 1983; CURTIS et al.,
2002). E uma angiosperma da classe das Liliopsidas, pertencente a ordem Poales e familia
Poaceae. E uma planta anual, hermafrodita e autdgama (MORAES-FERNANDES et al.,
2000; BRAMMER et al., 2001).

As espécies podem ser divididas em trés grupos de acordo com o nUmero de
cromossomos: as dipléides que possuem 14 cromossomos, as tetraploides com 28
cromossomos e as hexaploides com 42 cromossomos (BRAMMER et al., 2001).

As espécies dipldides sdo quase todas silvestres, tais como T. urartu Tum., T.
boeoticum Boiss., T. monococcum L. e T. sinskajae A Filat & Kurk. A partir de um
cruzamento natural entre uma espécie diploide de trigo (T. monococcum) e uma graminea
silvestre, também dipldide, Aegilops speltoides, originou-se um produto diploide que, apds
sofrer uma duplicacdo cromossdmica natural, deu origem ao T. turgidum L. e outras espécies
tetrapldides: T. dicoccoides (Korn.) Schweinf., T. dicoccum (Schavank) Schubl., T.
karamyschevii Nevski, T. jakubzineu Udacz & Schachm., T. polonicum L., T. ispahanicum
Heslot, T. durum Desf., T. aesthiopicum Jakubz., T. turanicum Jakubz., T. araraticum Jakubz
e T. timopheevi (Zhuk.) Zhuk. (SOBRINHO e SOUZA, 1983; CURTIS et al., 2002).

As espécies hexaploides, desconhecidas como formas silvestres e apresentadas
unicamente como plantas agricolas cultivadas, surgiram do cruzamento natural entre uma
espécie tetraploide de trigo (T. turgidum Jakubz) e uma graminea silvestre do género
Aegilops, provavelmente a forma anual dipldide Aegilops squarrosa, cujo produto apés sofrer
uma duplicacdo cromossdmica natural deu origem as formas hexapléides: T. zhukovski Men.
& Er., T. spelta L., T. macha Dek. & Men., T. sphaerococcum Pesc., T. compactum Host., T.
aestivum L., T. vavilovi (Tum.) Jakubz, T. petropavlovskyi Udacz. & Migusch. e T. kilarae
Dorof. & Migusch, sendo esta Ultima resultante do cruzamento natural entre as espécies
diploide de trigo T. timopheevi (Zhuk) e a graminea Aegilops squarrosa L. (SOBRINHO e
SOUZA, 1983).

Os cereais, dentre eles o trigo (Triticum aestivum), constituem a base alimentar mais

importante da populagdo mundial, ocupando 50% das terras cultivadas (SALA et al., 2005),
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ocupando o primeiro lugar em volume de produgdo mundial. Os maiores produtores de trigo
no mundo s&o a China, a india, os EUA, a Russia e a Franca (FAOSTAT, 2008). No Brasil a
area de trigo cultivada na safra 2010/11 foi de 2,14 milhdes de hectares (CONAB, 2011).

O consumo interno brasileiro é de 10,21 milhdes de toneladas, sendo que sua producao
anual oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas, o que deixa o pais a mercé dos paises produtores
para o suprimento deste déficit na producdo (CONAB, 2010), tornando assim o 4° maior
importador de trigo (CAFE et al., 2003). A origem da maior parte do trigo consumido no pais,
em ordem de quantidade exportada, € Argentina, seguido por EUA, Paraguai, Canada,
Uruguai e Libano (EMBRAPA-TRIGO, 2008).

O trigo é cultivado nas regides Sul (RS, SC e PR), Sudeste (MG e SP) e Centro-oeste
(MS, GO e DF), sendo que cerca de 90% da producéo de trigo € oriunda da regido Sul do
Brasil. O cereal vem sendo introduzido paulatinamente na regido do cerrado, sob irriga¢do ou
sequeiro (EMBRAPA/CNPT, 2011).

A espécie Triticum aestivum é uma das mais estudadas mundialmente dos pontos de
vista cientifico, tecnoldgico e econdmico. Desde o inicio do século, inimeros pesquisadores
em Varios paises, e mais recentemente no Brasil, dedicam-se ao estudo das peculiaridades do
sistema genético desta espécie (MORAES-FERNANDES, 1982; PAYNE, 1987; BELL et al.,
1995; MORAES-FERNANDES et al., 2000; CAMARGO et al., 2006; FEUILLETA e
EVERSOLEB, 2007; MOOLHUIJZEN et al., 2007; PAUX et al., 2008) no melhoramento
genético, os quais dedicam-se principalmente ao aumento na producédo, resposta ao uso de
fertilizantes, qualidade de panificacdo, arquitetura da planta entre outras caracteristicas
(EMAM e BORJIAN, 2000; FRANCO et al., 2008; MARCHIORO et al., 2009; SCHMIDT et
al., 2009; KHODARAHMI et al., 2010).

2.2 Aspectos Econdmicos da Adubacéo Nitrogenada

O trigo, assim como outros cereais, devera ter sua producdo aumentada com o
aumento da populacdo mundial. Até a década de 60, o0 aumento da producdo de grdos se deu
ao desenvolvimento de plantas selecionadas que respondiam melhor a utilizacdo de
fertilizantes quimicos, particularmente os nitrogenados (BODDEY et al., 1995).

A adubacdo nitrogenada de culturas ndo-leguminosas € um dos insumos mais caros na
agricultura. No entanto, aproximadamente 65% do nitrogénio mineral aplicado é perdido no

sistema solo-planta através das emissdes gasosas, escoamento, erosao e lixiviacdo. O impacto
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ambiental das perdas variam de: efeito estufa, diminuicdo do oz6nio estratosférico, chuvas
acidas, mudancas no ciclo de N global e a eutrofizacdo das aguas superficiais e subterraneas
(BHATTACHARIJEE et al., 2008). Além destes problemas ambientais, os sistemas de preparo
fazendo uso a longo prazo de ureia pode esgotar os teores de matéria organica nos solos
(WAIRIU e LAL, 2003). Outro fator importante no elevado custo de producdo do fertilizante
nitrogenado est& na sua dependéncia de combustivel fossil para sua sintese, o que o torna alvo
das crises do petrdleo (RAPPEL e LOIOLA, 1993).

Deste modo, o custo de producdo e conservacdo ambiental tem alavancado a busca de
meios a serem empregados para reduzir a dependéncia da fertilizagdo, especialmente a
nitrogenada na agricultura (BHATTACHARJEE et al., 2008). Neste contexto, ocorreu um
aumento nos estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio, a partir da década de 70, onde
pesquisadores passaram a se empenhar em compreender a FBN (MARX, 2004). Os estudos
de novas tecnologias que venham oferecer independéncia de fertilizantes nitrogenados
permitirdo o desenvolvimento de uma agricultura que possa garantir o abastecimento de gréos
no futuro, com menor manipulacdo génica (BHATTACHARJEE et al., 2008) e o melhor
aproveitamento do N atmosférico a partir da FBN (GRAHAM e VANCE, 2003).

O N é essencial para o desenvolvimento dos vegetais e constitui um macroelemento
limitante para a produtividade das plantas de interesse agronémico (TAIZ e ZEIGER, 2009).
No trigo, ele é fundamental na produtividade, visto que determina o nimero de afilhos, sendo
essencial na fase de formacéo dos nds, no inicio do alongamento (SALA et al., 2005).

A importancia dos fertilizantes nitrogenandos para as culturas nao-leguminosas, como o
trigo e arroz, é devido ao alto custo que esses fertilizantes representam e da extensa aérea
ocupada por esses cereais (aproximadamente cinco vezes a das leguminosas). Um dos
objetivos para a agricultura sustentavel é o aproveitamento eficiente de N atmosférico, a FBN
associada a essas culturas torna-se de extrema importancia, mesmo que apenas parte de suas
necessidades de N possa ser suprida, pois assim amenizaria grande parte dos infortdnios que

rodeiam essa cultura de grande importancia socio-econdmica (SALA et al., 2005).

2.3 Fixacao Biologica de Nitrogénio

O N estd presente de muitas formas na biosfera. A atmosfera terrestre contém

aproximadamente 79% de N,, destes 0,04% sdo encontrados na ecosfera terrestre de forma
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combinada, onde 57% estdo na forma organica e 43% na forma inorgénica (KERBAUY,
2008).

Muitos compostos bioquimicos presentes nas células vegetais possuem N, por exemplo,
é encontrado nos nucleosideos fosfato e nos aminoacidos que formam a estrutura dos acidos
nucléicos e das proteinas, respectivamente. Nas plantas, apenas o oxigénio, o carbono e o
hidrogénio sdo mais abundantes que o N. A maioria dos ecossistemas naturais e agrarios
apresentam um expressivo ganho na produtividade apos serem fertilizados com N inorganico,
comprovando a importancia desse elemento (TAIZ e ZEIGER, 2009).

A maior parte do N atmosférico ndo esta disponibilizado diretamente aos organismos
vivos. Sua obtencdo requer a quebra da ligagdo tripla entre dois atomos de nitrogénio para a
producdo de amdnia (NH3) ou nitrato (NO3’). Estas reacdes sdo conhecidas como fixacdo de
nitrogénio que podem ser realizadas por processos industriais (fabricacdo de fertilizantes
nitrogenados) ou por processos naturais (TAIZ e ZEIGER, 2009). Na natureza existem trés
processos naturais que sdo responsaveis pela fixacdo de nitrogénio: os relampagos (8%) e as
reacOes fotoquimicas (2%), que fixam N, na forma de HNO3 e a FBN realizado por bactérias
ou algas azuis (90%) em que fixam N, em amonio (NH;")(SCHLESINGER, 1997). A adic&o
do N no solo pode ocorrer tanto através de fertilizantes quimicos, processos industriais, ou por
meio da agua da chuva e da prépria FBN por processos naturais (MALAVOLTA, 2006).

No solo, o N entra no ciclo biogeoquimico, no qual pode passar por varias formas
organicas ou inorganicas antes de retornar a forma molecular (RAIJ, 1991; HAVLIN et al.,
2005; KERBAUY, 2008). O N organico é mineralizado no solo por dois processos
microbioldgicos: a amonificagdo, que é o catabolismo da matéria organica em NH;" (por
bactérias e fungos) e a nitrificacdo que é a oxidacéo bacteriana do NH4" em NO; e este em
NOj3’, pela Nitrossomonas spp. e Nitrobacter sp., respectivamente (SCHLESINGER, 1997;
TAIZ e ZEIGER, 2009). Este ultimo processo ocorre muito rapidamente e gracas as
condicgdes do solo, que inibem a atividade dessas bactérias, pH muito acido e concentragdes
elevadas de fendis ou anoxia, a NH3 ndo é oxidada e algumas plantas conseguem a absorver
nesta forma (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Os fons NH," e NO3’, gerados pela FBN ou pela decomposicdo de matéria organica do
solo, tornam-se objetos de intensa competicdo entre plantas e micro-organismos. Para
permanecerem competitivas as plantas desenvolveram mecanismos para capturar rapidamente
esses ions. Suas raizes, tanto de monocodileddneas como dicotiled6neas, apresentam regides

que estdo em constante divisdo, alongamento e diferenciagéo celular, resultando assim, em
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altas taxas de absorcio de nutrientes, dentre eles o NH;" e o NOs. Por exemplo, o
alongamento celular depende do actimulo de potassio, cloro e NOs’; ja o NH," é fonte
preferencial de N para sustentar a divisdo celular, pois consome menos energia que a
assimilacdo de NOjz". Além dessas caracteristicas, as raizes ainda possuem a presenca de
pélos radiculares, responsaveis por aumentar a area de superficie de absor¢do de agua e
solutos, resultando na forte demanda de nutrientes nesses tecidos (TAIZ e ZEIGER, 2009).

As bactérias fixadoras de nitrogénio, que convertem o N, em NH,", sdo denominadas
diazotroficas: organismos capazes de crescer com N, atmosférico como Unica fonte de N.
Algumas destas bactérias podem estar em intima associagdo com plantas de interesse
econdmico (JAMES e OLIVARES, 1998).

Existem trés tipos de organismos diazotroficos: os de vida livre, os que vivem
associados a outros organismos e 0s que vivem em simbiose com outros organismos. A mais
eficiente relacdo desenvolvida foi a simbiose de certas bactérias com plantas da familia
Leguminosae, em que o procarioto fornece a planta hospedeira o N fixado em troca de
nutrientes e carboidratos. Esse processo ocorre nos nodulos formados nas raizes dos vegetais
contendo bactérias fixadoras (PERIN, 2007).

As recentes evidéncias de uma FBN significativa em espécies de gramineas de grande
importancia econdmica, particularmente a cana-de-agUcar, arroz e gramineas forrageiras, tém
gerado grande interesse na fixacdo de N, em ndo-leguminosas de preferéncia gramineas
(BODDEY et al., 1995; KENNEDY et al., 1997; JAMES, 2000).

Diferentemente da maioria dos estudos nos anos 1960 a 1980, que em grande parte dos
pesquisadores centravam sua atencdo sobre as bactérias da rizosfera como provaveis fontes de
N fixado, grande parte do recente interesse centrou-se sobre a possibilidade de que bactérias
dentro das proprias plantas, bactérias diazotroficas endofiticas (DOBERAINER et al., 1995),

seriam responsaveis pela fixacdo de N, observado (JAMES, 2000).

2.4 Complexo Nitrogenase

A fixacdo de N foi demonstrada para procariontes de vida livre ou em associacdo com
eucariontes. Dos micro-organismos fixadores de N de vida livre, alguns dependem de suas
préprias capacidades fotossintéticas, como as cianobactérias, ou do exsudato das plantas para
obter os esqueletos de carbono (agucar) e energia. As bactérias associadas as plantas retiram

o carbono e a energia destas associa¢des. Energia que deve atender a necessidade de reduzir o
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N.. E estas sdo as mais eficientes na transformacao de N, em amonia. A reacdo que catalisam

e 0 mecanismo estdo descritos na Figura 1.

A 8 H* H B H +
SN2INS + 66 L_y H:N:H e H:N:H
H H
10 elétrons 16 elétrons totais
@ Dinitrogenase
Ferredoxina redutase Dinitrogenase

(oxidadada) (reduzida) 16 ATP (oxidada)
: 7 o 2NH,*
¥ +Ho

Ferredoxina Dinitrogenase 1 (3@ Dinitrogenase 104t
(reduzida) redutase + 16 ADP (reduzida)
(oxidada)

Fonte: Kevin Ahern, Oregon State University

Figura 1. Reacdo da FBN a partir do complexo nitrogenase.

A fixacdo do nitrogénio é realizada por um complexo enzimatico denominado
nitrogenase. Estudos genéticos demonstraram que este complexo enziméatico é altamente
conservado entre os procariontes. Os genes que codificam indmeras enzimas e sistemas
regulatérios sdo denominados nif (nitrogen fixation) (BURRIS, 1991; GONZALES, 2008). O
complexo nitrogenase é formado por duas unidades enzimaticas:

e Componente |: denominada Molibdénio-ferro-nitrogenase (MoFe-proteina) ou
dinitrogenase. Em algumas bactérias o metal € Vanadio, formando uma VFe-proteina.
Proteina tetramérica, fomada por 2 subunidades idénticas (a.2p32), sendo a subunidade
o e P codificadas respectivamente pelos genes nif D e nifK;

e Componente Il: denominada ferro-nitrogenase (Fe-protein) ou dinitrogenase redutase.
E uma Ferro (Fe)-proteina homodimérica, codificada pelo gene nif H. Nesta proteina
se apresenta dois dominios importantes relativos ao desempenho de sua fungédo (o/p).
A atividade desta enzima depende de um complexo fornecedor de poder redutor a

dinitrogenase redutase, envolvendo flavoredoxina (nif F) e outros de poder redutor. Esta

atividade também depende de reguladores do processo de transcricdo deste complexo
(BURRIS, 1991).
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O complexo MgATP liga a Fe-proteina reduzida, mudando seu estado conformacional,
levando a interacdo com a MoFe-proteina, transferindo seus elétrons com concomitante
hidrolise do MgATP. O MgADP é trocado por novo MgATP e 0 processo se repete até que
suficiente nimero de elétrons reduza a MoFe-proteina acoplada ao substrato. Embora a Fe-
proteina seja um doador de elétrons a MoFe-proteina obrigatorio, o doador de elétrons a Fe-
proteina é menos conservado entre espécies, particularmente na composi¢do do centro Fe-S
(HALBLEIB e LUDDEN, 2000).

O controle da expressao desses genes varia de acordo com as diferentes adaptacfes e
necessidades fisiologicas de cada micro-organismo (COUTO, 2005). Na maioria dos
procariontes diazotréficos, a nitrogenase € regulada a nivel transcricional pelo O, e por ions
NH," do ambiente. O oxigénio é um potente agente oxidante, que compete pelo potencial
redutivo do complexo nitrogenase, desta forma, a nitrogenase é dita como particularmente
sensivel a presenca de O,. Assim sendo, a transcricdo destes genes € reprimida na presenca
deste ou, em alguns organismos aerobicos, seu processo de respiracdo deve ser acelerado para
que haja o consumo de O, (HALBLEIB e LUDDEN, 2000).

Os mesmos autores relatam ainda, que € vantajoso também reprimir a sintese do
complexo nitrogenase quando o nivel de N fixado ja é suficiente para atender a demanda
metabodlica, entretanto o grau com que o sistema ¢ afetado pelo ion NH," ¢ diferente para cada
particular diazotréfico.

A rapida disseminacdo da amoénia formada, como ha dentro do nédulo simbiontico, leva a
uma nitrogenase pouco sensivel, diferentemente das diazotroficas de vida livre que sdo
sensiveis a amoénia. O produto do gene nifA é descritos para maioria dos diazotréficos como
ativador da transcricdo (HALBLEIB e LUDDEN, 2000).

A FBN € um processo energeticamente dispendioso, portanto necessita de uma regulacéo
de curto prazo e reversivel. E descrito para inimeros diazotroficos, a regulacio a nivel pos-
trancricional por modulacdo covalente, de ADP-ribosilacdo, em um residuo arginil, que
desativa uma das subunidades da dinitrogenase redutase. A re-ativacdo ocorre pela quebra da
ligagdo glicosidica. Envolvidas neste processo estdo, respectivamente, as enzimas
dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase (DRAT) e dinitrogenase redutase glico-
hidrolase (DRAG). A enzima DRAT responde a formas de N fixado, como ions NH,", e a
mudanca do dia para noite. Entretanto essa ndo € a exclusiva regulacdo de curto prazo,
descrita para a resposta da nitrogenase quando a bactéria estd em presenca de fontes de N

soluveis (HALBLEIB e LUDDEN, 2000).
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Para Azospirillum brasiliense sp7 a redugdo de um ambiente micro-aerébico para
totalmente anaerobico ativa a DRAT e o retorno as condigdes microardbias ativa a DRAG,
assim como também a presenca e auséncia de N fixado. Rodospirillum rubrum e Rhodobacter
capsulatus sofrem 0 mesmo tipo de regulacdo quando ocorre o esgotamento de energia, tdo
importante para a nitrogenase, especialmente relacionada ao periodo noturno (ZHANG et al.,
1993). Este fenbmeno também se aprecia para cianobactérias ndo heterocitica, pois fazem
fotossintese durante o periodo diurno, mantendo sua nitrogenase inativa e a noite, usam seus
estoques de energia para atividade da nitrogenase que se torna ativa (BURRIS, 1991).
Entretanto, também é descrito para A. brasiliense sp7, uma regulacdo ainda mais rapida que a
regulagdo pos-transcricional, em resposta ao ion NH," e que esta poderia estar relacionada a
razdo ATP/ADP, nivel de O, dissolvido ou ainda a mudancas no potencial de menbrana. Para
A. brasiliense e R. rubrum o sistema DRAT/DRAG ¢ o mais significativo na regulacdo da
atividade nitrogenase em resposta ao fon NH,".

Em H. seropedicae SmR1 por ndo apresentar os genes para DRAT e DRAG ou sequer
depender da razdo ATP/ADP para a tacita inibicdo de curto prazo sofrida de sua nitrogenase
em presenca de compostos nitrogenados, foi proposta a ocorréncia de uma pequena variagdo
no potencial de membrana especialmente em funcdo de ions aménia, glutamina e glutamato,

como agentes da diminuicdo da atividade nitrogenase nesta bactéria (KLASSEN et al., 1997).

2.5 Glutamina Sintetase (GS)

Estd bem estabelecido na literatura que plantas superiores fazem assimilacdo de
nitrogénio inorganico em organico através da reacdo catalisada pela enzima Glutamina
sintetase (GS, E.C. 6.3.1.2). A GS catalisa a condensacao dependente de ATP de ions aménio
com é&cido glutamico produzindo glutamina (CREN e HIREL, 1999; BARKER e BRYSON,
2007; TAIZ e ZEIGER, 2009). Esta enzima pode funcionar associada a uma enzima
denominada Glutamanto-oxaloacetato aminotransferase, que pode ser ferredoxina-dependente
ou NADH dependente em plantas, também conhecida como glutamato sintase (Fed-GOGAT,
E.C. 1.4.7.1 ou NADH-GOGAT, E.C. 1.4.7.1.4). Esta enzima, presente nos plastideos, recicla
0 glutamato e incorpora o esqueleto carbénico no ciclo para transferéncia de grupamento
amino a um a-ceto-acido (Figura 2). As plantas possuem inumeras isoenzimas da GS, que sdo
classificadas de acordo com sua localiza¢do subcelular, citossélica (GS1) e plastidial (GS2).

Nas folhas, a GS2 funciona para assimilar os ions aménio produzidos pela reducdo do ion
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nitrato e da fotorrespiragdo (LIMAMI et al., 1999; CAPUTO et al., 2009), normalmente esta
mais ativa quando a planta esta submetida a excesso de luminosidade ou estresse (CREN e
HIREL, 1999); e a GS1 ¢ a principal isoforma assimiladora de ions aménio produzido por
outros processos metabolicos, incluindo da fixacdo simbibntica de nitrogénio nos nédulos de
leguminosas (MOREY et al., 2002).

H,N (0]
N cloo
CH, ﬁH/
CH, c|| 1,
*HsN— C — COO (|«'=0
,|. COO
ADP +®, Glutamina « -cetoglutarato
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H H

Fonte: http //www.uky edu/~dhild/biochem/24/lect24 html

Figura 2. Reages subsequentes da GS e GOGAT originando glutamina e glutamato.

Até 0 momento se assume que essas isoenzimas ndo atuem com funcdes iguais.
(LIMAMI et al., 1999). Cerca de 95% da atividade da GS € devida a atividade citoplasmética
da parte aérea . Em plantas C3, como trigo, nas raizes € predominante a forma GS2 (CREN e
HIREL, 1999).

A atividade da GS depende da fonte de nitrogénio fornecido para a planta. Se ions
nitrato (NO3") ou fons aménio (NH,"). Este tltimo elevaria os niveis de GS na raiz, mas este
aumento n&o € extenso, pois a atividade da enzima depende da GOGAT e esta dependente do
fornecimento continuo de fonte de carbono para continuar a fixagdo. Portanto, altos niveis de
NH," sdo inibidores de sua atividade. A producéo de fonte de carbono da fotossintese deve ser
mobilizada da parte aérea (LANCIEN et al., 2000). Ja foi demonstrado que os ions amonio
migram através do xilema, sendo entdo utilizados pela fixagdo na parte aérea
(SCHJOERRING et al., 2002).
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A GS citosolica nas raizes de leguminosas tem papel reconhecido por responder com
aumento de atividade na presenca de amonio liberado pelos bacteriédes simbidnticos e na
maioria das plantas a principal atividade GS citossolica é encontrada no floema. Em cereais
foi proposto que a absorcdo de nitrogénio pela raiz € ineficiente, sendo redirecionada para as
partes aéreas para aumentar o crescimento da planta (CAPUTO et al., 2009). Em folhas e
raizes de milho (ndo-leguminosa), foi demonstrado correlacdo de aumento da atividade desta
enzima em associacdo com bactérias endofiticas (MACHADO et al., 1998). A assimilacdo de
ions amonio em cana-de-acucar aumentou a expressdo de genes de GS citossolica vascular
durante o desenvolvimento da parte aérea em variedade de cana-de-agucar que apresentam
habilidade de obter nitrogénio a partir da FBN, enquanto que em variedade nao responsiva a
FBN, a expressdo aumentada ndo foi verificada (NOGUEIRA et al., 2005). Estudos sobre a
expressao de genes de GS em cana-de-acUcar com alta capacidade de fixar nitrogénio a partir
da FBN sugeriram o envolvimento da GS no mecanismo de assimilagdo da amonia (PERIN et
al., 2007).

Em trigo hexaploide, estudos de andlise de sequéncia de genes, filogenéticos e de
mapeamento demonstraram a existéncia de 10 genes de GS, que foram subdivididos em 4
familias de transcritos: GS2 [Gs2 (a, b e c)] e GS1 [Gsl(a,bec), GSr(le2) e GSe (1 e 2)],
que apresentam alto grau de homologia (>96%). A presenca de GS1 foi confirmada nas
células da camada perifascicular e GSr nas células vasculares e GSe ndo foi detectado.
Estudos de expressdo de mMRNA demonstraram a menor presenca destas isoformas nas raizes
comparadas as folhas (PAUX et al., 2008; CAPUTO et al., 2009). Gs1 foi o transcrito que
respondeu ao estresse da auséncia de nitrogénio com aumento de atividade (CAPUTO et al.,
2009). O aumento de atividade em resposta ao estresse parece estar de acordo com o0
verificado para o estresse salino de menor grau (WANG et al., 2007). Este autor relatou que
em folhas, quando o estresse é elevado, a atividade GS € reduzida e entra em substituicdo a
enzima Glutamato desidrogenase (NADH-GDH, E.C. 1.4.1.2) para o utilizagcdo da amdnia e
fornecimento de glutamato para sintese de prolina, importante osmoprotetor (WANG et al.,
2007).

2.6 Micro-organismos Envolvidos na FBN

As plantas sdo eucariontes que estdo normalmente associados com procariontes

diazotroficos. Os micro-organismos estdo envolvidos em processos biolégicos que aceleram o
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crescimento da planta e podem ser chamados de promotoras de crescimento vegetal
(JACKSON e TAYLOR, 1996; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). As associacGes com
eucariontes sdo de dois tipos principais: a endossimbibntica (simbidntica), de bactérias
Rhizobiaceae com leguminosas, e as interacdes associativas de bactérias microaerdbicas com
gramineas e ndo-leguminosas (REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). Na interacdo
associativa as bactérias podem ser encontradas sobre a superficie da raiz, na camada mais
interna do cortex (associacdo epifitica) ou no interior da raiz, colmo e, especialmente nos
espacos inter/intracelulares do parénquima, vasos condutores podendo chegar a parte aérea da
planta (associacdo endofitica) (BALDANI e BALDANI, 2005).

O termo endofitico inclui todos os organismos que sao capazes de colonizar, em algum
momento do seu ciclo de vida, o interior dos tecidos das plantas sem causar aparente dano ao
hospedeiro. Ainda podemos dividir os endofiticos em dois grupos: os endofiticos obrigatorios,
que estdo presentes no espaco inter/intracelular de raizes das plantas e os endofiticos
facultativos, que podem também colonizar a rizosfera (BALDANI et al., 1997).

Ja foi amplamente demonstrado que bactérias pertencentes aos géneros
Herbaspirillum e Gluconacetobacter tém pouca sobrevivéncia no solo, sendo denominadas de
endofiticas obrigatdrias (BALDANI et al., 1997; BALDANI e BALDANI, 2005). No entanto,
foi descrito na literatura que a classificagdo de acordo com o habitat pode gerar duvidas ou
mesmo erros, e que algumas espécies do género Azospirillum, por exemplo, possuem
mecanismos especificos de interacdo com as raizes e sdo aptas a colonizar todo o interior das
mesmas, enquanto outras, apenas colonizam a camada de mucilagem ou células do cortex
danificadas das raizes (SALA et al., 2007b). De acordo com 0s mesmos autores, existem
casos de respostas positivas a inoculacdo de varios géneros e espécies de bactérias endofiticas,
como também auséncia de resposta da planta & inoculacdo ou mesmo de efeitos negativos,
dependendo da espécie vegetal, do gendtipo, das condi¢cdes nutricionais, assim como de

fatores abiéticos do meio ambiente.

2.7 Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum, afiliado filogeneticamente ao Betaproteobacteria
(ROTHBALLER et al., 2006), foi primeiramente descrito com a espéecie Herbaspirillum
seropedicae, como sendo a primeira espécie endofita a ser identificada (BALDANI et al.,

1986). ApoOs esse evento, outros membros do género foram incluidos tais como o H.
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rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001) e o H.
lusitanum (VALVERDE et al., 2003). Além disso, novas espécies de bactérias diazotréficas
endofiticas estdo sendo descritas, como H. hiltneri, isolado de plantas de trigo
(ROTHBALLER et al., 2006).

Dos organismos listados até agora, todos apresentam a capacidade de fixar N
atmosférico, mas de acordo com os ultimos dados taxonémicos, isso ndo pode mais ser
considerada uma caracteristica comum dentro do género Herbaspirillum. Existem outras
bactérias que foram incluidas no género Herbaspirillum por causa de seu parentesco
filogenético e bioquimico (SCHMID e HARTMANN, 2003), embora a maioria dos isolados,
ndo fixarem N e ndo serem derivados de origem vegetal (H. chlorophenolicum, H. putei, H.
autotrophicum e H. huttiense). Destas, apenas a H. putei, apesar ndo fixar N em condicdes
laboratoriais, apresentou o gene nifH (ROTHBALLER et al., 2006).

As espécies colonizadoras de raiz do género Herbaspirillum foram detectadas ndo apenas
na surperficie da raiz, mas também intra e intercelularmente (ROTHBALLER et al., 2006).
Estas bactérias parecem preferir as plantas da familia das gramineas como hospedeiro, mas
também foram encontradas em outras espécies (BALDANI e BALDANI, 2005). Foi
observado que o isolamento de estirpes de H. rubrisubalbicans e H. seropedicae inoculadas
em solo, s6 foi possivel na presenca da planta hospedeira. Esse fato ocorreu, provavelmente
devido a liberacdo de substancias promotoras de crescimento na rizosfera, proporcionado pela
planta (OLIVARES et al., 1996; BALDANI e BALDANI, 2005).

H. seropedicae € uma bactéria diazotrofica, gram-negativa, capaz de estabelecer
associacOes endofiticas (BALDANI et al., 1997), e p6de ser isolada de muitas gramineas, tais
como milho, sorgo, arroz, cana-de-agUcar, de varias plantas forrageiras crescidas no Brasil,
assim como também do trigo (BALDANI e BALDANI, 2005).

A fixagdo do N em trigo inoculado com H. seropedicae foi avaliada em vasos usando
N. Nestes experimentos foi demonstrada a fixacdo do N atmosférico nas raizes e nos gréos
do trigo e a adicdo de fertilizantes nitrogenados inibiu completamente a fixa¢do por H.
seropedicae. A inoculacdo aumentou o rendimento de raizes e grdos em até 23 e 31%,
respectivamente (EL-KOMY et al., 2003).

Entretanto, estudos mais completos da interacdo trigo e H. seropedicae estdo sendo
realizados, afim de uma maior exploracdo e entendimento desta associacdo endofitica, uma
vez que ha a influéncia do genodtipo das plantas (independente de espécie) na associagdo

planta/bactéria (BALDANI e BALDANI, 2005).
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Na Tabela 1 estdo representados estudos referentes a interacdo, ndo apenas de H.
seropedicae, mas de varias espécies desse mesmo género, com espécies nao-leguminosas,
ligados a FBN.

Tabela 1. Estudos realizados visando a exploracdo da interacdo entre as espécies do género
Herbaspirillum e plantas ndo-leguminosas.

ESPECIE GRAMINEA LOCAL REFERENCIA
Herbaspirillum spp Arroz Brasil, RI (RADWAN et al., 2004)
H. seropedicae (BALDANI et al., 2000)

(GUIMARAES et al., 2010)
Brasil, PR (BRUSAMARARELLO, 2007)

India (GOVINDARAJAN et al., 2008)
Japdo (ELBELTAGY et al., 2001)
Herbaspirillum spp. Aveia Brasil, RS (SOARES et al., 2006)
Herbaspirillum spp. Cana-de-agUcar Brasil, R (REIS JUNIOR et al., 2000)
India (MUTHUKUMARASAMY et al., 2006)
(OLIVEIRA et al., 2002)
H. rubrisubalbicans e Brasil, R (OLIVEIRA et al., 2006)
H. seropedicae (OLIVEIRA et al., 2009)
H. frisingense Miscanthus e cevada (ROTHBALLER et al., 2008)
Herbaspirillum spp. Milho Brasil, RI (MACHADO et al., 1998)
(RADWAN et al., 2004)
H. seropedicae Brasil, PR (BALSANELLI et al., 2010)
Uruguai  (MONTANEZ et al., 2009)
Herbaspirillum spp. Sorgo Brasil, R (JAMES et al., 1997)
H. seropedicae Trigo Egito (EL-KOMY et al., 2003)

Brasil, SP  (SALA et al., 2005)

2.8 Caracteristicas Genéticas dos Diazotréficos

Na década de 1980, um novo padrdo de identificacdo bacteriana comecou a ser
desenvolvido. Foi demonstrado que as relagdes filogenéticas de bactérias, e, de fato, todas as
formas de vida, pode ser determinada comparando uma parte estavel do codigo genético.
Atualmente, a parte do DNA mais comumente utilizadas para fins taxondmicos de bactérias é
0 gene 16S rRNA. Este gene pode ser comparado ndo somente entre todas as bactérias, mas
tambem com o gene 16S rRNA de archeobacteria e do gene 18S rRNA de eucariotos
(CLARRIDGE, 2004).

A filogenia de bactérias diazotroficas com base no gene nifH é semelhante a filogenia
baseada em gene 16S rRNA, por isso, o gene nifH tem sido amplamente utilizado para estudar

a filogenia e diversidade de bacterias diazotrdficas (SARITA et al., 2008).
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A FBN é um processo que requer a expressdo de um conjunto de genes denominados
de genes nif, os quais codificam para proteinas envolvidas diretamente neste processo. O
estudo da genética de Klebsiella pneomoniae levou a descoberta de 20 genes envolvidos na
FBN. Desses 20 genes nif descobertos, cerca de 14 deles, foram encontrados na maioria das
bactérias diazotroficas (GONZALES, 2008).

O gene nifH codifica para unidade estrutural da dinitrogenase redutase (MoFe-proteina) e
0s genes nifD e nifK codificam para as subunidades estruturais da dinitrogenase (Fe-proteina),
que juntas, ambas dinitrogenases, formam o complexo da nitrogenase. Estes genes,
principalmente o nifH, tém sido utilizados como marcador no estudo das bactérias fixadoras
de N, além de ser usado para a caracterizacdo da diversidade filogenética dessas bactérias
(SARITA et al., 2008).

2.8.1 Herbaspirillum seropedicae SmR1

A espécie H. seropedicae possui varias estirpes e atualmente foi seqienciado o genoma
da estirpe SmR1, um mutante espontaneo resistente a estreptomicina da estirpe Z78. Seu
genoma é constituido por um unico cromossomo circular de 5.513.887 pb e um total de 4.735
ORFs potenciais, codificando 3.108 proteinas com funcbes conhecidas, 497 proteinas preditas
e 1.130 sem funcgdo conhecida. Foram também identificadas sequiéncias que codificam para55
tRNAs representando todos os 20 aminoacidos. A estirpe SmR1 é capaz de crescer na
presenca monossacarideos tais como D-glicose, D-frutose, D-galactose, D-Larabinose, com
acucar-alcool e &cidos organicos tais como L-malato e L-lactato. No entanto, ndo é capaz de
crescer em oligo ou polissacarideos. Apresenta capacidade limitada de crescer em
aminoacidos como fonte de carbono, sendo capaz de utilizar L-prolina, L-tirosina, D/L-
alanina, 3-alanina, L-isoleucina e L-glutamato (PEDROSA et al., 2011).

E, de acordo com 0s mesmos autores, 0s genes nif foram encontrados em uma regido
abrangendo 37.547 pb intercalados com os genes fix, mod, hes, fdx, hsc entre outros. Os 46
ORFs deste ‘cluster’ estdo organizados em 7 genes nifA, operons dependentes de ¢°*. O
‘cluster’ nif carrega todos 0s genes necessarios para a sintese e atividade da nitrogenase,
inclusive para a absorcdo de molibdénio, transporte de elétrons, sintese do ‘cluster’ de metal,
e 0 gene regulador do operon nif, portanto, um ‘cluster’ capaz de dotar um organismo com a

plena capacidade de fixar nitrogénio.
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Quanto ao metabolismo de ureia, é capaz de sintetizar e degradar ureia. Possui genes
que codificam para as enzimas do ciclo completo da ureia, que é a provavel via para a
biossintese de arginina, utilizando prolina e carbamoil-fosfato como precursores. A ureia seria
degradada pela urease (PEDROSA et al., 2011).

2.9 Modo de Colonizagéo por Bactérias Endofiticas

As bactérias endofiticas sdo encontradas geralmente, em maior nimero nas raizes,
decrescendo progressivamente do caule as folhas (OLIVARES et al., 1996; ROESCH et al.,
2006), o que demonstra que as raizes sdo a principal “porta de entrada” dessas bactérias, as
quais conseguem penetrar pelos locais que foram danificados naturalmente devido ao proprio
crescimento da planta, ou ainda, nas juncdes das raizes primarias com as secundarias ou nos
pélos radiculares. Nas Ultimas duas situacdes, a bactéria produz enzimas capazes de degradar
as paredes celulares da planta hospedeira, como celulases e pectinases (SALA et al., 2007b),
isto porque, a lamela média que conecta as células vegetais entre si, € uma camada delgada
rica em pectina e as paredes primarias (fina e flexivel, presentes em células jovens) e
secundarias (mais espessa e rigida encontrada em células maduras) contém aproximadamente
30% e 70% de celulose, respectivamente (TAIZ e ZEIGER, 2009). Para ocorrer a colonizagéo
intracelular, a parede celular priméria e/ou secundaria tem de ser degradada. PadrGes similares
de invasdo também tém sido descritos para Acetobacter diazotrophicus, bem como para
bactérias endofiticas ndo-diazotréficas em plantas dicotiledoneas (REINHOLD-HUREK e
HUREK, 1998).

A penetragdo das bactérias proximo as raizes laterais também tem sido observado por
Azospirillum spp., sugerindo que as bactérias ndo relacionados taxonomicamente, podem
compartilhar mecanismos semelhantes de interacdo com ambas as plantas, monocotiledéneas
e dicotiledoneas (REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998).

No entanto, nem todas as bactérias que possuem a capacidade de penetrar na planta
hospederira, produzem enzimas que degradam parede celular vegetal. Pedrosa et al. (2011),
ndo encontraram no genoma de H. Seropedicae SmR1, genes que codificam enzimas
responsaveis pela degradacdo da parede celular da planta, tais como glicosidases, celulases e
hemi-celulases, enzimas associados & penetracio de bactérias. E provavel, portanto, que este
organismo dependa apenas de descontinuidades naturais da epiderme da raiz da planta para a

penetracdo (OLIVARES et al., 1997; SALA et al., 2007b).
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O épice da raiz é considerado uma das regides de colonizagdo priméria, principalmente
na zona de alongamento e diferenciacdo celular, onde as bactérias podem invadir inter e
intracelularmente, penetrando nos tecidos mais centrais antes da diferenciacdo dos vasos
condutores e da endoderme, que mais tarde ira constituir um limite, ou seja, uma barreira
fisica, pois possui em suas paredes, incrustacfes de suberina e lignina, que formam a chamada
estria de Caspary (REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998; SALA et al., 2007b). Foi
observado que, apos trés dias de inoculagdo com H. frisingense, haviam células bacterianas
inseridas no cortex da raiz e apos 7 dias, ja colonizavam o tecido vascular, regido mais central
daraiz (ROTHBALLER et al., 2008).

Em Gluconacetobacter diazotraphicus, a presenca de certas enzimas que degradam a
parede celular, tais como as endocluconases, endoxiloglucanases e
endopolimethilgalacturonases, levanta a especulacdo de que estas enzimas podem ajuda-las a
competir com outros micro-organismos presentes na rizosfera e colonizar os tecidos internos
dos sistemas da planta com sucesso (SARAVANAN et al., 2007). Azoarcus sp. BH72
espressa a enzima celulolitica endoglucanase que cliva ligagdes B-1,4-glicosidica de fibras de
celulose, e como estas bactérias ndo usam essas enzimas para metabolizar celulose e
celobiose, 0 seu papel pode ser o de auxiliar na invasdo da planta (REINHOLD-HUREK e
HUREK, 1998).

2.10 Interacdo Planta-Bacteéria

Muitos autores relatam que o gendtipo da planta é um fator chave para obtengdo dos
beneficios propiciados por bactérias diazotrdficas endofiticas (LOREDO-OSTI et al., 2004;
BALDANI e BALDANI, 2005; SALA et al., 2005; WICHERN et al., 2008). Isto acontece
porque no interior da planta estdo protegidas de outros micro-organismos, além de terem
maior acesso aos nutrientes disponibilizados pelas plantas (BALDANI e BALDANI, 2005;
SALA et al.,, 2007b). Porém, este grupo de micro-organismos é influenciado por fatores
bidticos (0 gendtipo da planta e da comunidade microbiana do solo) e abidticos (a
disponibilidade de nitrogénio) (ROESCH et al., 2006).

Quando a bactéria diazotrofica é introduzida no campo, por inoculacdo, a multiplicacao
e o estabelecimento na rizosfera sdo fatores importantes para obtencdo dos beneficios
propiciados por estas na associagdo com plantas ndo-leguminosas, uma vez que precisam

competir com outros micro-organismos ja existentes no solo (BALDANI et al., 1986).
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Primeiramente, as bactérias quando ainda ndo associadas com a planta hospedeira, sao
selecionadas pelos substratos liberados pela planta, ou seja, pelos produtos da rizodeposigéo,
tais como exsudatos, lisados e acidos organicos, utilizados como fonte de energia (SALA et
al., 2007b). Esses substratos variam de espécie para espécie, pois as células do cortex vegetal
responsaveis por sua producdo/liberacdo sdo geneticamente influenciadas (WICHERN et al.,
2008), e como os produtos da rizodeposicdo estdo envolvidos no processo de quimiotaxia das
bactérias em direcdo as raizes, consequentemente leva a selecdo das mesmas. Um exemplo
sdo as lectinas excretadas pelas raizes das plantas de trigo, que atuam como sinais moleculares
para associagdo com Azospirillum, sendo elas fundamentais para determinar a especificidade
genotipica entre planta-bactéria (ANTONYUK e EVSEEVA, 2006).

Essa caracteristica dos produtos da rizodeposicdo promove a proliferacdo das bactérias
e é essencial para o estabelecimento da bactéria na rizosfera. Depois de instaladas no interior
da planta, as bactérias sdo ainda mais dependentes das fontes de carbono disponibilizadas pela
planta (SALA et al., 2007Db).

2.11 Contribuicdo das Bactérias Diazotroficas no Desenvolvimento Vegetal

E também relevante o potencial para promocgdo do crescimento que é observado por
outros fatores, além da FBN. As bactérias diazotréficas sdo também conhecidas como
Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV). A maioria dos endofiticos é capaz de
produzir fitormonios, tais como acido 3-indol-acético (AlA), &cido abscisico, etileno, zeatina
e outras auxinas/citocininas produzidas por bactérias como Gluconoacetobacter,
Azospirillum, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (ZAKHAROVA et al., 1999;
KUKLINSKY-SOBRAL et al.,, 2004; LEE et al., 2004). Os fitohorménios alterariam a
morfologia das raizes, aumentando o nimero, o comprimento, o desenvolvimento de um
maior nimero de raizes laterais e a capacidade de absorver nutrientes (SALA et al., 2005;
SPAEPEN et al., 2008). Além destes fitohormdnios, também sdo produzidas substancias
‘seqiiestradoras’ de ferro, solubilizantes de fosfatos entre outros (BHATTACHARJEE et al.,
2008).

A bactéria em associagdo com a planta pode influenciar no balango hormonal vegetal.
O etileno é um importante exemplo que mostra como esse balan¢co hormonal afeta o
crescimento vegetal. Nos vegetais, o 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) é precursora

do etileno e este é o fitohorménio responsavel por promover 0 aumento na estatura das
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plantas, no peso de raizes e biomassa em presenca do N em plantas de milho
(SHAHAROONA et al., 2006). Baixos niveis de etileno podem promover o crescimento de
partes apicais do vegetal e crescimento e elongamento das raizes (GLICK, 1995), mas em
concentracdes altas o etileno inibe o crescimento e € conhecido como o fitohorménio da
senescéncia (PIERIK et al., 2006).

A presenca da ACC deaminase nas bactérias e de auxinas estdo positivamente
correlacionadas com o crescimento da planta hospedeira, pelo controle dos niveis de etileno
produzidos no estresse. Certas bactérias sdo capazes de reduzir os niveis de etileno pela
degradacdo do ACC, através da producdo da 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase
(ACCd) bacteriana, que reduziria os niveis endogenos de etileno na planta (KHALID et al.,
2004).

Na literatura foi apresentado um mecanismo molecular para explicar essa relacéo entre
as BPCV e as plantas. Neste mecanismo, o AlA sintetizado pela bactéria aderida a raiz é
assimilado pela planta e juntamente com o AIA produzido endogenamente pela planta,
estimulariam a divisdo e o alargamento celular assim como promoveriam a sintese do ACC
(precursor do etileno) dentro da planta, a partir da ativa¢do da enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato sintase (ACCs) sob condicbes de estresse. O ACC é convertido em etileno pela
acao da l-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACCo). Uma porgdo significativa do
ACC poderia ser exsudado pelas raizes e a bactéria a hidrolizaria (pela agdo ACCd) em a-
cetobutirato e aménio (ARSHAD e FRANKENBERGER JR, 1998; GLICK, 2005;
PEDROSA et al., 2011). Uma consequéncia direta dos niveis mais baixos do ACC dentro da
planta (tanto enddgeno como AlA induzido) seria a reducdo do etileno dentro da planta a tal
ponto de provocar uma inibi¢cdo na elongacdo da raiz, aumentando a formacéo dos pélos
radiculares e deste modo modificando a morfologia radicular (ARSHAD e
FRANKENBERGER JR, 1998). A modulacéo dos niveis de etileno nas plantas diminuiria a
resposta ao estresse promovido pelo etileno, permitindo assim o crescimento das plantas sob
condicdes de estresse.

Este mecanismo provavelmente pode ser visto na interacdo entre planta e
H.seropedicae SmR1, uma vez que, foi verificada a presenca do gene ACCd no genoma dessa
bactéria, além desta possuir 4 vias para a sintese de AIA (PEDROSA et al., 2011).

As alteracOes anatdmicas estimuladas pela presenca de fitohdrmonios também podem vir
acompanhadas por um aumento na atividade da H*-ATPase da fracdo microssomal das células

radiculares e conteudo protéico (BALDANI e BALDANI, 2005), alterando o potencial de
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membrana da raiz permitindo deste modo, maior ou menor fluxo de nutrientes (BASHAN e
LEVANONY, 1991).

Outro efeito benéfico, consequiéncia do aumento radicular e da superficie de absorcéo, é o
aumento na capacidade de absorver nutrientes e agua. As BPCV também favoreceriam a
solubilizacdo de fosfatos pela producdo de &acidos que atuariam sobre o P insoltvel
(PEDRAZA, 2008) e liberando o fosfato de compostos organicos tais como os fitatos (UNNO
et al., 2005); pela oxidagdo do sulfato (BANERJEE e YESMIN, 2002) e pela formacédo de
sideroforos que sdo compostos de baixo peso molecular secretados pelas raizes das plantas e
as bactérias, que atuariam capturando o Ferro na rizosfera (KATIYAR e GOEL, 2004,
LOREDO-OSTI et al., 2004).

A rizosfera € um ambiente altamente competitivo para a sobrevivéncia, desenvolvimento
da bactéria e a capacidade de adquirir Fe** complexados a sideréforos de solos com limitagao
de ferro. A H. seropedicae SmR1, apresenta no seu genoma cerca de 27 genes envolvidos no
transporte e metabolismo do ferro. Esta bactéria possui um gene muito grande (27.483 pb)
que codifica um peptideo modular sintase que, provavelmente € a Gnica proteina na sintese de
sideroforos. Apresenta também, varios receptores de sideroforos, tornando-a altamente
competitiva em solos com limitacéo de ferro (PEDROSA et al., 2011).

O efeito de aumento na produtividade e contedo de proteinas em grdos também foi
observado na cultura do trigo inoculada com Azospirilum sp (DIAZ-ZORITA e
FERNANDEZ-CANIGIA, 2008). Autores citam que plantas de trigo afetadas por déficit
hidrico durante o florescimento apresentaram maior toleréncia a seca pelo aumento da zona
radicular e um ajustamento elastico proporcionando maior produtividade e qualidade dos
grdos (CREUS et al., 2004). Por outro lado, propGem-se que a tolerancia a seca aconteceria
devido a um aumento no conteido de prolina e compostos fendlicos devido a colonizagdo
bacteriana e esta proporcionaria uma maior adaptacdo ao estresse hidrico (BARKA et al.,
2006). E, os exsudatos liberados pelas raizes serviriam como fonte de carbono para as
bacterias diazotrdficas apos o plantio, estimulando o seu cresciemento levando a um aumento
da populacdo microbiana (OLIVARES et al., 1996).

As bactérias diazotréficas poderiam também ativar um mecanismo a inibigdo do
crescimento de organismos antagbnicos (UTKHEDE et al., 1999; DOBBELAERE et al.,
2003) e na interacdo com outros micro-organismos do solo (BASHAN et al., 1996). O
antagonismo microbiano poderia ocorrer pela inibi¢cdo do crescimento bacteriano pela difuséo

de antibidticos e compostos organicos volateis, toxinas ou biosurfactantes; pela competicéo
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por sitios de colonizacdo e nutrientes; pela competicdo por minerais (P e sider6foros); pela
degradacéo dos fatores de parasitismos do patdgeno tais como toxinas; e pelo parasitismo que
podem envolver a producdo de enzimas que degradam a parede celular como as quitinases e a
B-1,3 glucanases (WHIPPS, 2001; WHEATLEY, 2002; COMPANT et al., 2005; HAAS e
DEFAGO, 2005; RAAIJMAKERS et al., 2006; BERG, 2009). Poderiam ainda ativar um
mecanismo de inducéo de resisténcia sistémica a patdgenos denominado de Indugdo Sistémica
da Resisténcia (ISR) (VAN LOON, 2007; BERG, 2009).

Algumas bactérias diazotréficas do género Herbaspirilum spp. apresentam também a
capacidade de degradar poluentes ambientais como benzeno, tolueno, etanol e xileno
(MOORE et al., 2006; ROESCH et al., 2008).

2.12 A Fertilizacédo Nitrogenada na FBN

A maioria dos solos no mundo séo deficientes em N e aplicagdes de fertilizantes
nitrogenados sdo essenciais para 0 bom rendimento de culturas de cereais. Geralmente, a ureia
¢ a mais conveniente fonte de N. Mas, infelizmente, menos de 50% da ureia é usada pelas
plantas (KENNEDY et al., 2004). Além de problemas ambientais, sistemas de preparo de
solo, fazendo uso a longo prazo de ureia pode esgotar teores de matéria organica (WAIRIU e
LAL, 2003).

Por esse motivo, ha uma grande preocupacdo para obtencdo de fontes alternativas de
nitrogénio, tais como o uso da tecnologia da FBN, que pode complementar ou substituir
fertilizante quimico. Além disso, uma utilizacdo eficaz de residuos orgéanicos pode diminuir o
empobrecimento do solo organico (JEYABAL e KUPPUSWAMY, 2001), fornecendo uma
solucdo alternativa para o problema, sustentando o N organico como um amortecedor para 0s
fluxos de N inorgéanico no sistema solo-planta (KENNEDY et al., 2004).

E, na literatura foi sugerida uma estreita relacdo entre niveis de adubacéo nitrogenada
e a frequéncia de isolamento de G. Diazotrophicus, em cana-de-acucar. Quando a cana foi
adubada com mais de 200 kg N / ha, as freqiiéncias de isolamento foram de 0-2%. Em niveis
inferiores a 120 kg / ha de N, o aumento da freqiiéncia foi de até 70%. No entanto, este
impacto negativo sobre as bactérias ndo foi visto como um efeito direto da adubacéo
nitrogenada mas sim, a associa¢cdo com o endofito foi afetada quando o estado fisiologico da
planta era alterado pelo nitrogénio (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993). Esse efeito, também

é relatado nos estudos de Roesch et al. (2006), em que caracterizou bactérias diazotroficas
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associadas a dois gendtipos de milho e avaliou o efeito da adubacéo nitrogenada sobre estes
microorganismos.

Outros autores também estudaram os efeitos de altos niveis de adubacdo nitrogenada
(300 kg / ha de N) na ocorréncia e nos nimeros de Herbaspirillum spp. e G. diazotrophicus
em plantas de cana-de-agucar no Brasil. Relataram que os altos niveis de N afetaram a
populacdo microbiana, dependendo do genétipo em que foram inoculadas bactérias. Houve a
diminuicdo do numero de G. diazotrophicus no genotipo de cana SP79-2312. No entanto,
nada aconteceu com a popula¢do microbiana, quando o mesmo gendtipo foi inoculado com
Herbaspirillum spp. ou quando G. diazotrophicus, foi inoculada em outro gendtipo na
presenca de adubacéo nitrogenada. Tais resultados demonstram que altas taxas de N podem
ou ndo afetar as bactérias e que existe uma alta correlacdo entre o gendtipo da planta e o tipo
da bactéria associada a ele (REIS JUNIOR et al., 2000). O efeito negativo da adubacéo
nitrogenada sobre a populacdo de bactérias diazotréficas associatidas a cana-de-agucar
também foi verificado em outros trabalhos (FUENTES-RAMIREZ et al., 1999; OLIVEIRA et
al., 2006).

Em outro estudo, autores também relatam uma correlacdo negativa entre a o tamanho
da populacdo bacteriana inoculada e os niveis de fertilizante nitrogenado em plantas de trigo
inoculadas com A. brasilense. Porém verificaram essa diminuicdo apenas entre o 60° e 90° dia
de cultivo. Essa supressao das bactérias no solo da rizosfera de trigo tratados com altos niveis
de fertilizantes poderia ser explicada pelo fato de que a sobrevivéncia de bactérias fixadoras
de nitrogénio de vida livre na regido da rizosfera estaria associada a presenca de exudatos das
raizes das plantas e da presenca extra de nitrogénio combinado (ALAMRI e MOSTAFA,
2009).

Na literatura foi descrito que o teor de aminoacidos totais contidos no apoplasto das
plantas pode inibir a FBN. Foi observado um decrécimo de 6 a 9 vezes no teor de
aminoacidos totais contidos no apoplasto de plantas de cana-de-agUicar com auséncia de
fertilizante nitrogenado comparadas com as adubadas (TEJERA et al., 2006). Varios autores
relataram em seus estudos, que a populagdo de G. diazotrophicus foi sensivel a aplicacdo de
fertilizante nitrogenado (FUENTES-RAMIREZ et al., 1999; MUTHUKUMARASAMY et
al.,, 2002; TEJERA et al.,, 2004). Tejera et al. (2006) observaram que o aumento de
aminoacidos na planta e a diminuicdo das populacdes bacterianas podem estar co-
relacionados, e consequentemente, ter interferido na FBN.
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Os resultados das interacOes planta-diazotréficos, em termos de potencial agrondmico,
FBN ou promoc¢do do crescimento vegetal (PCV), depende de muitos fatores bidticos
(gendtipo da planta e da comunidade microbiana do solo) e abi6ticos (disponibilidade de
nitrogénio). A compreensdo da dinamica desse processo, poderia revelar novos métodos de
inoculagdo microbiana e adubacéo nitrogenada, que renderiam uma utilizacdo mais eficiente
de nitrogénio, aumentando a PCV. Esta informacdo pode representar uma importante
contribuicdo para a criagdo de um sistema de gestdo adequado para as culturas de cereais, que
poderiam melhorar os efeitos da associacdo natural com as bactérias diazotroficas (ROESCH
et al., 2006).

Os mesmos autores relatam que, o avangco no conhecimento sobre a estrutura da
comunidade bacteriana fixadora de nitrogénio, naturalmente associada com as plantas, por
meio de técnicas microbiologicas e moleculares, seriam informacgdes estratégicas que
poderiam ser usados para introduzir com sucesso isolados de bactérias diazotréficas em
programas de inoculagéo.

Mesmo a FBN sendo tdo variavel (em relacdo ao micro-organismo, ao gendétipo da
planta, as condi¢bes ambientais e ao estado nutricional do solo) seu estudo continua sendo
importante e necessario. Novos experimentos deverdo ser realizados para obter respostas
quanto as interacdes entre plantas e diazotréficos, o estabelecimento de bactérias, 0 processo
de colonizacdo, a FBN (incluindo aspectos genéticos), para ser possivel promover o

crescimento em diferentes espécies de plantas (PEDRAZA, 2008).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo in vitro das plantulas

O experimento in vitro foi realizado no Laboratorio de Bioguimica e Genética
(LABIOGEN) da Universidade Federal do Parana - Campus Palotina. Os gendtipos avaliados
foram avaliados: CD104, CD105, CD108, CD111, CD117, CD119, CD120 e CD 150 (Tabela
2).

A obtencéo de plantulas de trigo foi realizada a partir da extracdo de embrides maduros
de trigo (NEIVERTH et al., 2010) modificado, onde as sementes foram desinfetadas em
solucdo comercial de hipoclorito de sddio diluido a 20% por 10 min, seguidas por 6 lavagens

em agua destilada e autoclavada. Posteriormente, as sementes foram deixadas imersas em
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agua destilada e autoclavada por 16 h na geladeira, em seguida imersas em etanol comercial a
75% (v/v) por 5 min. e postas para secar em papel de filtro em ambiente estéril de cdmara de
fluxo laminar. Com auxilio de um estereoscdpio binocular, os embrides maduros tiveram seus
coleoptilos excisados e dispostos com o escutelo para cima em meio de inducdo. O meio de
inducéo foi 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com 30,0 g.L™ de sacarose, sem
reguladores vegetais e pH ajustado para 5,8. Os meios foram solidificados com 2,2 g.L™* de
Phytagel™ .

Tabela 2. Caracteristicas quanto ao ciclo, maturacdo plena (dias), estatura média (cm),
acamamento de todos 0s geno6tipos de trigo avaliados in vitro e em casa de vegetacao.

Média a maturacao Estatura

Gendtipo Ciclo plena (dias) média (cm) Acamamento

CD 104 Médio 118 80 - Baixa Moderadamente resistente
CD 105 Precoce 114 82 - Média Moderadamente resistente
CD 108 Superprecoce 110 70 - Baixa Resistente

CD 111 Precoce 114 80 - Média Moderadamente resistente
CD 117 Precoce 116 77 - Baixa Moderadamente resistente
CD 119 Médio 122 85 - Média Moderadamente resistente
CD 120 Médio 120 84 - Média Moderadamente resistente
CD 150 Precoce 115 68 - Baixo Moderadamente resistente

Fonte: Guia de produtos trigo, COODETEC, 2010.

Em seguida, as plantulas germinadas e enraizadas (aproximadamente 28 dias), foram
individualmente colocadas em tubo de ensaio contendo 20 mL de solu¢cdo MS liquido (com
30,0 g.L™" de sacarose, sem reguladores vegetais e pH ajustado para 5,8 diluido 10 vezes).
Estas foram colocadas em sala de crescimento sob condicGes de fotoperiodo de 16 h luz/8 h

escuro com temperatura de 23 °C + 2 °C.

3.1.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, num esquema fatorial 8 x
2, onde haviam 8 gendétipos em 2 condigdes (com e sem inoculagdo) resultando em 16
tratamentos. A unidade experimental foi composta por 10 plantulas e as analises dos
parametros foram feitas com 3 repeticOes. Para avaliar as diferengas entre os tratamentos

realizou-se a analise de variancia, considerando gendétipos na presenca/auséncia de bactérias
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como tratamentos, aplicando-se o teste Tukey a 5% para diferenciar as médias por meio do
programa estatistico Genes (CRUZ, 2001).

3.1.2 Auvaliacdo de contaminacgéo

Depois de 24 h em meio liquido, 10 plantulas foram selecionadas aleatoriamente, e
destas, 0,5 mL do meio foi tomado para plaquear em meio BDA (meio de batata) (MOUTIA
et al., 2003) e NFbHP (CHAVES et al., 2007), para realizacdo de controle microbiologico.
Passadas 24 h, as placas de BDA e NFbHP foram analisadas. Tubos com pléantulas que
apresentassem turvacdo e/ou presencga de colonias nas placas foram descartados, os demais

foram divididos em dois grupos: Inoculados e Nao inoculadas.

3.1.3 Co-cultivo in vitro de plantulas de trigo e H. seropedicae SmR1

Antes de inoculadas com H. seropedicae SmR1, todas as plantulas de trigos
permaneceram 48 h em meio liquido MS diluido 10 vezes com objetivo de permitir adaptacdo
e recuperacao.

Em seguida, 10 plantulas foram inoculadas com 10" células.mL™ da bactéria H.
seropedicae SmR1 para experimento de co-cultivo (BRUSAMARARELLO, 2007). O in6culo
de bactérias foi preparado com descrito no item a seguir. Outros dez tubos contendo plantulas
foram separados sem adigdo de bacteéria.

Decorridos 7 dias de co-cultivo das plantulas, em sala de cultivo vegetal sob
temperatura e luminosidade controladas, as mesmas foram retiradas e tiveram a parte aérea
separada das raizes. As raizes foram lavadas com agua destilada autoclavada, secas em papel
toalha, pesadas e congeladas para anélise de contetido de amdnio e atividade da GS. A parte
aérea foi reservada para as analises de massa fresca, seca e NT. Os ensaios foram realizados
em triplicadas, isto €, 3 amostras de plantulas inoculadas e 3 amostras de plantulas néo

inoculadas, sendo cada amostra formada por raizes ou parte aérea de 10 plantulas.

3.1.3.1 Manutencgéo e cultivo da bactéria H. seropedicae SmR1

A bactéria foi mantida por sucessivas passagens em meio solido NFbHP em placa e

mantidas em estufa a 28 °C. Para preparo do inéculo, uma col6nia da bactéria foi transferida
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para um pré-indculo. Este, foi preparado com 5 mL de meio liquido DYGS (MOUTIA et al.,
2003) em falcon de 50 mL, e mantido a 28 °C em uma incubadora tipo Shaker a 120 rpm.
Passadas 24 h, o crescimento foi quantificado por turbidimetria (Espectrofotdbmetro marca
HOMIS modelo SF 200-DM Digital) em 600 nm. Para preparo do inéculo 1,0 ml de pré-
inéculo, com aproximadamente 1,0 unidade de densidade otica (D.O.), foi transferido para
erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio DYGS por mais 24 h. O cultivo foi entdo
utilizado para inoculacdo nas plantulas de trigo quando atingiu a fase exponencial do
crescimento e medida a turbidez. A relacdo 1,0 D.O. para 4,4x10® células.mL™ foi utilizada

para inocular 1 x 107 células.mL™ nos tubos com as pléantulas.

3.1.4 Determinacdo da massa fresca e seca

Para determinar massa seca, a parte aérea depois de pesada, foi colocada em estufa de
secagem a 65°C por 72 h. Para determinar a massa fresca de raiz, estas foram lavadas com
agua destilada e autoclavada, secas com papel toalha, pesadas e por fim envolvidas em papel

aluminio e congeladas até o uso.
3.1.5 Determinacdo de nitrogénio total (NT)

As amostras de peso seco foram destinadas a analise de NT (Kjeldahl) de acordo com
0 método descrito por (BREMNER e MULVANEY, 1982).

3.1.6 Determinacdo do conteldo de amonio

As amostras de raizes foram maceradas em N, liquido. Em seguida, 100 mg da
amostra macerada foi destinada ao ensaio de contedtdo de amonio descrito por
(BRAUTIGAM et al., 2007), modificado. A amostra foi adicionado 500 pL de HCI 100 mM
seguido de 250 pL de cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas por 15min a 4°C. As
fases foram separadas por centrifugacdo (16.000g, 5 min 8 °C) e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo contendo 25 mg de carvéo ativado e homogeneizado. Em seguida,
foi centrifugada a 20.000g, por 5 min a 8 °C. Para a quantificagdo de amonio, o sobrenadante

obtido apos o tratamento com carvédo foi diluido (1:1 v/v) em 100 mM de HCI. Entdo, 200 pL
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dessa solucdo quantificada pelo método do Indofenol (BERTHELOT, 1859). Como padréo
foi usada uma solugdo de sulfato de amdnio 40 pg mL™ e lida em espectrofotdmetro a 620nm.

3.1.7 Atividade da glutamina sintetase (GS)

Amostras de raizes anteriormente maceradas em N, liquido foram homogeneizadas
ainda na presenca de N liquido com o tampdo de extracdo (TRIS-HCL, 50 mM, pH 7,5, B-
mercaptoetanol 2 mM , PMSF 100 mM). Para cada 0,5 g de raiz utilizou-se 1 mL do tampao.
O extrato foi transferido para microtubos de 2,0 mL. Em seguida, o extrato foi agitado por
alguns minutos em agitador de tubos vortex, mantendo-os gelados e, entdo centrifugados a
10.000g por 10 min. Foram separados os restos de tecido vegetal do sobrenadante, e este
extrato foi usado para determinacdo da concentracdo de proteinas totais pelo método de
Lowry modificado (HARTREE, 1972), e 0 ensaio de atividade da GS, modificado a partir do
método proposto (REIS et al., 2009). Os ensaios foram realizados em tubos contendo
glutamato 105 mM, hidroxilamina 17,5 mM, ATP 50 mM, MgSO,4 50 mM, Tris-HCI 50 mM
em pH 7,8 e extrato enzimatico adicionado para volume final de 2,0 mL. A reacéo foi iniciada
pela adicdo do extrato ao meio de reacdo pré-incubado a 30 ° C, seguida de agitagdo dos
tubos. Apos a incubacdo de 5 min, foi adicionado 1,0 mL reagente paralisante (0,2M de
FeCl3.6H,0, 0,73M de TCA, 0,68M de HCI) para interromper a reacdo. Em seguida, os tubos
foram centrifugados 5.000g por 5 min, a temperatura ambiente, para a remogdo das proteinas
precipitadas. Os tubos utilizados como branco incluiam o extrato e todos os reagentes do meio
de reacdo, exceto o ATP. As leituras das absorbancias foram determinadas em
espectrofotdbmetro a 535 nm. A quantidade de y-glutamil hidroxamato produzida foi estimada
considerando que 1 pmol deste produto, gera uma absorbancia de 0,34 (SHAPIRO et al.,
1970).

3.1.8 Analise microscopica da morfologia de raizes

As raizes dos tratamentos (inoculado e ndo inoculado) foram lavadas com agua
destilada e foram submergidas em solucdo de violeta genciana (1%) por aproximadamente 5
min. Em seguida, as raizes foram cortadas transversalmente, dispostas em laminas com agua
destilada e coberta por laminulas. As imagens foram capturadas em microscopio optico com

40 vezes de aumento.
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3.1.9 Contagem microbiana

Passado o tempo de co-cultivo, foram selecionadas aleatériamente 3 tubos com plantas
controle e 3 tubos com plantas inoculadas, para serem submetidas a contagem microbiana

(epifitica e endofitica).

3.1.9.1 Contagem epifitica:

Os tubos com as plantas selecionadas foram levados para cadmara de fluxo laminar,
onde foram separadas a parte aérea das raizes. Em seguida as raizes foram mergulhadas em 3
recipientes contendo agua destilada e autoclavada, postas em solucdo salina e levadas ao
sonicador por 1 min. Entdo, foram aliquotados 100 pL desta solucdo salina e feitas 2
dilui¢bes (100 pL para cada diluigdo). Da dltima diluicdo da solu¢éo salina, foi plaqueado 0,1
mL em meio BDA e 0,1 mL em meio NFbHP.

3.1.9.2 Contagem endofitica:

As raizes da contagem epifitica, foram imersas em solucdo de HgCl, (0,01 g de HgCl,
em 100 mL de agua destilada) por 30 s, posteriormente lavadas com agua destilada e
autoclavada. Entdo estas raizes foram maceradas em solucdo salina, e levadas ao sonicador

por 1 min. e foram feitas duas novas diluicdes e plagueados 0,1 mL em meio BDA e NFbHP.

3.1.10 Anélise molecular

3.1.10.1 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Para confirmar a presenca da H. seropedicae epifitica e endofiticamente foi realizada a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detectar a presencga do genes 16SrRNA e nifH. O
DNA genbémico bacteriano foi extraido, segundo o protocolo de (CHENG e JIANG, 2006).
Para a reacdo de PCR, os oligonucleotideos 16SrRNA 1e 2 (DG74 5’-AGG AGG TGA TCC
AAC CGC A-3"eRWI 5°-AAC TGG AGG AAG GTG GGG AT-3") e nifH 1 e 2 (senso 5°-
ACC CGC CTG ATC CTG CAC GCC AAG G -3’ e antisenso 5’-ACG ATG TAG ATT TCC

TGG GCC TTG TT-3") foram utilizados para a amplificacdo de fragmentos internos dos
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genes (310 e 317 bp, respectivamente). Cada reagdo (20 pL) continha 7 uLTampdo 5X Go
Taq Flexi DNA polimerase (PROMEGA); 3 ul MgCl; (25Mm)(PROMEGA), 4 uL dNTPmix
(2,5mM)(FERMENTAS); 1uL de Taqg polimerase 5U (PROMEGA); 1uL de DNA e 1uL dos
oligonucleotideos especificos para os genes 16SrRNA (100 Mm) e nifH (100 mM). As
reagOes foram submetidas aos seguintes programas: 16SrRNA - 5 min. a 94 °C, seguido de 35
ciclos de amplificagdo (30 sa 94 °C; 30 s a 54 °C; 1 min. a 72 °C) e extens&o final de 5 min. a
72 °C; nifH - 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo (45 s a 94 °C; 45 s a 54 °C;
45 s a 72 °C) e extensdo final de 1 min. a 72 °C, em termociclador Biocycler modelo MJ96+.
Os produtos das reacfes de PCR foram submetidos a eletroforese em tampdo TAE 1X em gel
de agarose 1,5% (p/v) e utilizando marcador de 100pb, visualizados apds coloracdo com

brometo de etideo (0,5 pg/mL) em fotodocumentador Loccus Biotecnologia L.PIX.

3.2 Cultivo em casa de vegetagdo

O experimento em casa de vegetacdo foi realizado na Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola Ltda (COODETEC) em Cascavel — PR. Foram avaliados no experimento em casa de
vegetacdo, cinco genoétipos de trigo: CD104, CD108, CD119, CD120 e CD 150 provenientes
do programa de melhoramento da COODETEC (Tabela 2).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 5 x 4
(5 gendtipos em 4 condicdes, resultando em 20 tratamentos com 5 repeticdes). Plantas de cada
gendtipo foram submetidas aos seguintes condicGes avaliadas: 1 — Testemunha; 2 — Adicéo
de N na forma de ureia, 142 Kg ha®, (N); 3 — Adicdo de inéculo contendo H. seropedicae
SmR1 (10° células por semente) (Hs) e 4 — Adicdo de ureia + inoculo contendo H.
seropedicae SmR1 (10° células por semente) (N+Hs). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise da variancia seguida da comparacdo das médias pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, a partir do programa Genes (CRUZ, 2001).

Os vasos foram dispostos de forma aleatdria na casa de vegetacdo, de modo a terem as
mesmas condicOes de radiacdo solar e temperatura (25°C +£2 e umidade relativado ar de 60%).
Foram semeadas 5 sementes por vaso e ap6s 15 dias da germinacéo foi realizado o desbaste,
deixando-se apenas 4 plantas por vaso.

Os vasos plasticos continham aproximadamente 4,5 Kg de solo previamente peneirado,
mas sem adubacdo quimica. O solo utilizado para 0 experimento continha as seguintes

caracteristicas quimicas: pH = 6,60; P = 951,10 mg dm™; K = 1,44 cmol dm; Ca = 12,25 cmol
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dm; Mg = 1,76 cmol dm; H+Al = 2,03 cmol dm; Cu = 2,90 mg dm™; Mn = 178,00 mg dm™;
Fe = 140,00 mg dm™; Zn = 26,00 mg dm™; SB = 15,15 cmol dm>.

Para o preparo do inoculante, as bactérias ensaiadas foram repicadas em meio DYGS
liquido. As culturas cresceram a 28 °C sob agitacdo constante a 120rpm por 24 h. O plantio
foi realizado manualmente, utilizando 5 sementes por vasos. Seguido da germinacdo das
sementes, foi feito a selecdo das plantas e deixadas 4 plantas por vaso. A aplicacdo de ureia
foi feita 30 dias ap0s a germinacgdo das sementes.

As avaliacGes foram divididas em duas etapas. Para a primeira etapa de avaliacoes, foi
feita uma coleta no estadio de emborrachamento /inicio da emergéncia da espiga, onde foram
coletadas 1 planta por vaso, que foram submetidas as mesmas avalia¢cGes propostas para 0s
ensaios in vitro (massa fresca, contelido de amonio e glutamina sintetase em raizes; massa
fresca, seca e conteudo de nitrogénio total na parte aérea).

Por ocasido da colheita, foi feita a segunda etapa de avaliagdes, correspondente a
produtividade, a partir das 3 plantas que restaram por vaso. Foram avaliados os seguintes
parametros: a massa da planta inteira, producédo por planta (massa de sementes em gramas) e

massa de 100 sementes.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao In vitro

Em ensaios preliminares o tempo de co-cultivo foi determinado. Nestes, foram
avaliados parametros bioquimicos, quimicos e fisioldgicos nos tempos de 7, 15 e 21 dias. O
periodo de 7 dias apresentou as melhores respostas e portanto, foi o tempo adotado no co-
cultivo nos experimentos in vitro.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados obtidos para a massa fresca de raizes e
massa fresca e seca da parte aérea. Somente o0 genétipo CD104 apresentou diferenca
significativa entre a massa de raizes das plantulas ndo inoculadas (3,00 g) comparada com as
inoculadas (1,74 g). Os demais apresentaram valores considerados iguais ao nivel de 5% de
significancia. Avaliando este parametro entre 0s genotipos, verificou-se que as plantulas ndo
inoculadas do CD 108 apresentaram maiores valores para a massa fresca de raiz (3,05 g) se
comparadas as massas das plantulas do genotipo CD 111 (1,26 g). Entre as plantulas

inoculadas, o gendtipo CD 119, apesar de ndo diferir estatisticamente dos genotipos CD 108,
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CD 117, CD 120 e CD 150, apresentou a melhor resposta em termos de massa de raiz e o CD
111, apesar de ndo diferir dos gen6tipos CD 104, CD 105 e CD 108, apresentou a menor

massa.

Tabela 3. Massa fresca de raiz, massa fresca de parte aérea e massa seca de parte aérea em
funcdo da inocula¢do com Herbaspirillum seropediace e auséncia de indculo. UFPR, Palotina
— PR, 2011.

Nao inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado N&ao inoculado Inoculado

Genotipo Massa fresca de Massa fresca da parte Massa seca da parte
raiz (g) aérea (q) aérea (g)

CD 104 3,00 Aab 1,74 Bbc 7,52 Aa 5,09 Bcd 0,82 Aa 0,65 Bb
CD 105 1,71 Aab 1,66 Abc 5,11 Aa 3,99 Bd 0,51 Ab 0,48 Ac
CD 108 3,05 Aa 2,08 Aabc 6,24 Aa 4,97 Acd 0,58 Aab 0,72 Ab
CD 111 1,26 Ab 1,14 Ac 4,90 Aa 3,57 Ad 0,65 Aab 0,45 Bc
CD 117 2,56 Aab 2,58 Aab 5,99 Aa 5,01 Acd 0,69 Aab 0,68 Ab
CD 119 2,47 Aab 2,79 Aa 6,67 Aa 7,73 Aa 0,72 Bab 0,89 Aa
CD 120 2,06 Aab 2,17 Aab 5,73 Aa 6,01 Abc 0,61 Aab 0,67 Ab
CD 150 2,40 Aab 2,37 Aab 5,16 Ba 6,82 Aab 0,56 Bab 0,73 Aab
C.V. % 23,14 15,97 12,9

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e minuscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Os resultados da massa fresca da parte aérea (Tabela 3) apresentaram diferencas
significativas entre plantas sem inoculacdo e com inoculacdo para os genétipos CD 104,
CD105 e CD 150. Plantulas nao inoculadas do CD 104 apresentaram uma massa 1,47 vezes
maior comparadas as inoculadas, demonstrando que o co-cultivo teve efeito negativo no
crescimento destas plantulas no tempo avaliado. As plantulas inoculadas com H. seropedicae
da cultivar CD 150 apresentaram valores de massa fresca maiores que as ndo inoculadas.
Entre os gendtipos, o comportamento foi igual para todas as plantulas sem inoculagcéo. Porém
qguando inoculadas, a cultivar CD 119 apresentou o melhor comportamento assim como na
variavel de massa fresca de raizes.

Os dados de massa seca da parte aérea demonstram que as plantulas ndo inoculadas
dos gendtipos CD 104 e CD 111 apresentaram diferencas estatisticamente superiores ao
inoculado. Porém, nos genotipos CD 119 e CD 150 o co-cultivo com H. seropedicae
promoveu um aumento de massa seca da parte aérea comparado com as plantulas sem
inoculacdo. Os demais gendtipos ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s
tratamentos (Tabela 3). O comportamento de massa seca de parte aérea entre 0s genotipos foi

semelhante a0 comportamento de massa fresca, isto €, destacando o comportamento do CD
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150 frente ao co-cultivo com a bactéria. O co-cultivo apresentou um efeito negativo no
crescimento para, principalmente as plantulas da cultivar CD 104, nestas trés variaveis
avaliadas.

Na literatura, diversos trabalhos avaliando o potencial da FBN em gramineas ja foram
realizados, porém os resultados sdo controversos. Ja foi observado o efeito positivo sobre o
aumento da massa fresca e seca em arroz inoculado com H. seropedicae (BALDANI et al.,
2000), entretanto, ndo foi observado incremento na massa seca de plantas de trigo inoculadas
com G. diazotrophicus (YOUSSEF et al., 2004) e com H. seropedicae (SALA et al., 2005).

Os resultados obtidos para massa seca e fresca de parte aérea e massa fresca de raizes
in vitro ndo permitem concluir um comportamento superior de um dos genotipos quanto ao
co-cultivo com H. seropedicae SmR1. Este aspecto poderia ser explicado pelo fato da
eficiéncia, em relacdo a FBN de estirpes de H. seropedicae em gramineas dependerem de uma
especificidade planta-bactéria, necessitando de melhoramento genético das estirpes e
gendtipos vegetais disponiveis (SALOMONE e DOBEREINER, 1996; SCHOLOTER e
HARTMANN, 1998; BALDANI et al., 2000). Outros autores ainda recomendam que mais de
uma estirpe presente na interacdo planta-bactéria poderiam reverter em resultados eficientes
(OLIVEIRA et al., 2006). Entretanto, os resultados para a massa seca e fresca da parte aérea,
apontam a cultivar CD 150, como capaz de se beneficiar da associacao.

O nitrogénio total (NT) medido na parte aérea das plantulas e contetido de ions aménio
nas raizes estd apresentado na Tabela 4. O NT avaliado apds 7 dias de co-cultivo, ndo
apresentou diferencas significativas entre as plantulas ndo inoculadas e as inoculadas. Entre os
genotipos verificam-se diferencas estatisticas significativas. Os gen6tipos CD 104 e CD 105
apresentaram os melhores valores para 0 NT tanto nas plantulas ndo inoculadas como nas
inoculado. Tais resultados corroboram para demonstrar uma habilidade inerente ao préprio
gendtipo de reverter maiores teores de N em massa seca e fresca da parte aérea (Tabela 3).
Porém o CD 117, nas plantulas inoculadas, apesar de ndo diferir estatisticamente dos
genotipos CD 108, CD 119, CD120 e CD150, se destacou por apresentar 0s menores niveis de
NT comparado as cultivares CD 104 e CD 105.

Comparando estes dados com outros experimentos in vitro percebemos uma
ineficiéncia na associacdo com H. seropedicae x trigo assim como para outras bactérias
diazotroficas. A bactéria A. brasilense Sp245 néo foi capaz de aumentar o conteudo de NT em
plantas de trigo ap6s a inoculacdo (SPAEPEN et al., 2008). Sala et al (2005) avaliando a

reinoculagdo de 7 estirpes de bactérias isoladas de Herbaspirillum e Azospirillum em dois
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cultivares de trigo, ndo observaram aumento do NT, exceto para um isolado sobre um dos
cultivares de trigo. Os dados obtidos confirmam o proposto por (BALDANI et al., 2000) onde
a especificidade na associacdo entre bactérias-planta é necessaria para 0 melhor desempenho

da planta.

Tabela 4. Nitrogénio total na parte aérea e contetido de ions aménio em raizes das plantulas
inoculadas com Herbasiprillum seropediace e ndo inoculadas. UFPR, Palotina — PR, 2011.

Gendtipo Na&o inoculado Inoculado Nao inoculado Inoculado

Nitrogénio total [(g /g de parte aérea).10] NH,'[ (umoles /mg de raiz).10™]
CD 104 96 Aa 86 Aa 55 Babc 292 Aa
CD 105 96 Aa 84 Aa 59 Aabc 78 Abc
CD 108 47 Ab 46 Abc 71 Aab 142 Abc
CDh 111 52 Ab 55 Ab 86 Aa 128 Abc
CD 117 46 Ab 34 Ac 67 Babc 159 Ab
CD 119 42 Ab 45 Abc 14 Bc 28 Ac
CD 120 42 Ab 43 Abc 11 Bc 30 Abc
CD 150 40 Ab 41 Abc 22 Abc 58 Abc
CV.% 13,08 43,3

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Na presenca do indculo os valores de massa fresca e seca da parte aérea, foram
menores que nos controles, possivelmente explicado pelo estado de senescéncia precoce que

pode ter sido induzida pela presenca das bactérias (Figura 3).

Figura 3. Amostragem da senescéncia na parte aérea das plantulas de trigo apds 7 dias em
meio liquido em co-cultivo com Herbaspirillum seropedicae (A) e ndo inoculadas (B) onde
permaneceram no meio liquido por igual periodo de tempos.
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Os dados obtidos para o contetdo de amdnio nas raizes (Tabela 4), revelaram
diferengas significativas para os genoétipos CD 104, CD 117, CD 119 e CD 120, onde
podemos estimar um aumento de 5,3, 2,3, 2,0 e 2,7 vezes respectivamente, do contetdo de
amonio nas raizes das plantulas inoculadas em relacdo as ndo inoculadas. Os demais
gendtipos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas. E possivel observar
também comportamentos distintos entre os genétipos para este pardmetro. Dentre o0s
gendtipos, quando ndo inoculados, o CD 111, apesar de ndo diferir dos genétipos CD 104, CD
105, CD 108 e CD 117, apresentou o maior conteudo de ions amoénio, enquanto que, 0S
genotipos CD 119, CD120 e CD 150 apresentaram os menores. Entre os gendétipos de
plantulas inoculadas com H. seropedicae, 0 que apresentou maior contedo de ions aménio
foi o CD 104 e, o CD 119 foi o que apresentou o menor conteddo de amdnio nas raizes
guando comparado ao CD 104. O ion am6nio em elevadas concentracBes € toxico para as
plantas superiores. O alto teor deste ion pode ocorrer devido a fotorrespiracdo em situacdo de
estresse ou alta luminosidade. A associacdo planta-bactéria ou o cultivo in vitro poderiam
caracterizar esta situacdo de estresse, levando a senescéncia que por sua vez acarretaria no
aumento de ions amonio.

Uma maior assimilacdo de amonio poderia levar a um desenvolvimento vegetal mais
acelerado, levando entdo as plantas a uma senescéncia precoce (VINCENT et al., 1997). Altas
concentra¢fes de amdnio na planta, também poderiam causar a toxicidade das plantas e as
plantas evitariam a toxicidade assimilando o aménio na forma de aminoacidos. Os altos
conteddos de aménio poderiam ter sido causados pela degradacdo dos aminoacidos. Este
estresse associado a inoculacdo poderia levar a aumento da fotorrespiracdo o que eleva os
niveis de aménio e portanto a senéscencia (TAIZ e ZEIGER, 2009). Yuossef et al (2004),
observaram que na colonizacdo de raizes por Gluconacetobacter, houve uma migracéo destas
bactérias no sentido do fluxo transpiratorio de plantas de trigo. Tais bactérias, se presentes em
grandes concentragdes poderiam causar o entupimento do xilema e floema provocando a
senescéncia precoce das mesmas.

A atividade da GS ensaiada nas raizes inoculadas e ndo inoculadas (Figura 4) nédo
apresentaram diferengas significativas, exceto no CD 104, onde a maior atividade foi
observada nas raizes das plantulas sem inoculagdo. Entre os gendtipos ndo houve diferenca

significativa, exceto o CD 150 que se destacou na atividade enzimética dentre os inoculados.
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Figura 4. Atividade da glutamina sintetase em raiz de plantulas de trigo ndo inoculadas e
inoculadas com H. seropedicae in vitro. Colunas seguidas da mesma letra maidscula, entre
tratamentos no mesmo gendtipo, e mindscula, entre gendtipos no mesmo tratamento, ndo
diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Estes resultados podem ser explicados pelo fato da GS ser uma enzima cuja atividade
sofre regulacdo coordenada por inimeros fatores em plantas superiores. Provavelmente,
fatores de regulacdo sejam dependentes do gendtipo e ndo foram afetados pela associacdo
propriamente dita. Em trigo esta descrito que a funcdo da GS citosolica é principalmente a
assimilacdo de amonia em glutamina para transporte e distribuicdo, e esta por sua vez, esta
dependente da sua localizacdo. Estudos usando imunolocalizacdo mostraram a presenca da
enzima em folhas, caules e raquis de plantas e especialmente nas células perifasciculares da
bainha. Na literatura estdo relatados que a expressdo e padrdo de proteinas mostraram que as
subfamilias da GS do trigo sdo diferencialmente expressas nas folhas, penduculo, gluma e
raizes sugerindo que a assimilacdo dos ions amoénio deva ocorrer possivelmente nas partes
aereas (BERNARD et al., 2008).

Apesar de demonstrado o aumento da atividade da GS em plantas transgénicas nos
nodulos para absor¢do de amonia oriunda da FBN com Rhizobium, em Lotus Japonicus L., foi
demonstrado que o comportamento da atividade de GS em raizes foi negativamente
correlacionado com a producdo de biomassa. Nestes experimentos foi demonstrado que a

atividade da GS de raizes de plantulas crescidas em meio contendo ions nitrato contribuem
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apenas com aproximadamente 14% de variacdo na producdo de biomassa (LIMAMI et al.,
1999).

Embora com a menor contribuicdo da GS1, a GS2 dos plastideos das raizes € quem
forma o nitrogénio amida que é consumido localmente, e esta GS altera o seu nivel de
expressdo em funcdo dos niveis de carboidratos e da luminosidade. A GS2 est4 associada com
a NADH-GOGAT plastidial das raizes reconhecida em utilizar o ion amdnio absorvido da
rizosfera (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Baseados nestes dados da literatura, podemos sugerir que nos experimentos avaliando
0 co-cultivo da H. seropedicae x trigo, a atividade da GS das raizes ndo contribuiu com a
fixacdo de amodnio, possivelmente produzido pela FBN na raiz. O ion aménio pode ter sido
deslocado para a parte aérea, contribuindo com a senescéncia precoce observada nas plantulas
apos os 7 dias de co-cultivo. Este fato esta em acordo com (LIMAMI et al., 1999; CAPUTO
et al., 2009), que relataram que amdnio é transportado pelo xilema (SCHJOERRING et al.,
2002) e que é utilizado pela GS1 vascular das partes aéreas.

O cultivo em meio liquido das plantulas € um sistema abidtico, portanto estressante
para as plantulas. Em plantulas de trigo foi verificado que em condicdes de estresse (NaCl
100mM) a atividade da GS aumenta; entretanto quando este estresse é acentuado (NaCl
300mM) a atividade da GS diminui e 0 uso do nitrogénio passa a ser através da atividade da
Glutamato desidrogenase NAD dependente (NADH-GDH) (WANG et al., 2007). O CD 104
foi a cultivar que apresentou maior atividade da GS entre todas as cultivares nas raizes das
plantulas sem inoculacdo e no tratamento inoculado do proprio gendtipo. Esta cultivar, pelos
dados de GS obtidos, possivelmente demonstra estar sob severa depressdo da atividade
enzimatica pela condicdo de estresse das plantulas inoculadas. Todos os demais genotipos
apresentaram valores similares de atividade da GS entre plantulas ndo inoculadas e
inoculadas, o que supostamente pode indicar que as demais foram mais sensiveis a condigdo
abiotica submetida que o CD 104.

Este comportamento esta também refletido nos dados de ions aménio quantificados
nas raizes das plantulas (Tabela 4). A diminuicdo da atividade na ordem de 4 vezes nas
plantulas ndo inoculadas estd acompanhado do aumento no contedo de ions aménio de
aproximadamente 5 vezes. O genotipo CD 117 apresentou 0 maior conteddo de ion amonio
nas plantulas inoculadas que nas nao inoculadas, mas nao apresentou diferencas na atividade
da GS. As diferencas de conteudo de ions aménio nos CDs 119 e 120 refletem o mesmo

comportamento na atividade da GS apesar destas, ndo diferirem estatisticamente.
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Entre genotipos inoculados, a atividade GS do CD150 se mostrou superior aos demais
(Figura 4). Este dado pode estar relacionado a um menor efeito de inibi¢cdo da GS, visto que
também ndo foi observado o aumento significativo de amonio (Tabela 4).

As analises microscopicas da morfologia de raizes dos gendtipos revelam diferencas
interessantes quanto a presenca de pélos radiculares. As raizes das plantulas inoculadas
especialmente dos gendtipos CD 105, CD 117, CD 119 e CD120 apresentaram visualmente
aumento proeminentemente e perceptivel nos pélos radiculares que foram especialmente

maiores em extensdo comparados as raizes das plantulas que nao foram inoculadas (Figura 5).

CD 104 | CD 117

Figura 5. Imagem microscopica das raizes de plantulas inoculadas e nao inoculadas, de todos
0s genotipos em aumento de 40 vezes. (C) Plantula ndo inoculada e (1) Plantula inoculada.
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Um dos efeitos mais bem documentados sobre 0 modo de acdo da associacdo planta-
bacteria € aumento da area radicular nas plantas inoculadas (MARIANO et al., 2004;
COCKING, 2005; BENEDUZI et al., 2008; LONG et al., 2010). A maioria dos BPCV ¢é
capaz de produzir fitormdnios, tais como acido indolacético, acido abscisico, etileno, zeatina e
outras auxinas/citocininas que alterariam a morfologia das raizes, aumentando o nimero, 0
comprimento, o desenvolvimento de um maior nimero de raizes laterais e a capacidade de
absorver nutrientes.

Os resultados concordam com os obtidos por Spaepen et al. (2008), que estudando o
efeito da associagdo de trigo com A. brasiliense observaram um incremento na formagéo de
pélos radiculares e diminuicdo no comprimento das raizes. Este aumento da zona pilifera
poderia ser explicados pelo fato da associacdo planta-bactéria induzir a formacao de auxinas,
especialmente o AIA, permitindo o aumento da formacdo de pélos em detrimento do
alongamento das raizes, aumentando deste modo a area de absor¢do de nutrientes. Outros
autores observaram que plantas de trigo ITD-19 reinoculadas com bactérias diazotroficas
apresentaram comprimento de raizes significativamente maiores que a testemunha (SALA et
al., 2005).

Como ja descrito, a bactéria em associacdo com a planta pode influenciar no balanco
hormonal vegetal, pois sdo capazes de reduzir os niveis de etileno pela degradacdo do ACC,
precursor do etileno nas plantas, através da producdo da ACCd bacteriana que reduz os niveis
enddgenos de etileno na planta (GLICK, 2005; PEDROSA et al., 2011). Esta reducdo do
etileno dentro da planta provocaria uma inibicdo do elongamento da raiz, aumentando a
formacédo dos pélos radiculares e deste modo modificando a morfologia radicular (ARSHAD
e FRANKENBERGER JR, 1998).

O efeito que produz aumento de pélos radiculares é atribuido & producdo de AIA
(SPAEPEN et al., 2008). A produgéo de AlA pelo H. seropedicae € bem descrita na literatura
(BASTIAN et al., 1998). Os efeitos dos fitohorménios explicariam o aumento acentuado de
pélos radiculares em alguns genotipos (CD 105, CD 117, CD 119 e CD120) quando
inoculados com H. seropedicae. Neste experimento também foi observado que as plantulas
inoculadas apresentaram menor comprimento de raizes comparadas com as nao inoculadas
(dados ndo mostrados), que poderia ser proveniente da reducdo do etileno ocasionado pela
atividade da ACCd produzida pela bactéria. Os genes que codificam esta enzima esta presente
no genoma da H. seropedicae SmR1 (PEDROSA et al., 2011). Entretanto a diminui¢do dos

niveis de etileno na planta s&o controlados pelo efeito de ativagdo da ACC oxidase pelo AlA.
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Com os niveis controlados de producdo de etileno pela planta, a bactéria controlaria a resposta
ao estresse provocado pelo préprio etileno. Entretanto se esse controle ndo for executado
corretamente, podem ser observados efeitos de diminuicdo demasiada do etileno ou sua super
producao.

Nestes experimentos, varios fatores podem ser responsabilizados pela senescéncia
precoce observada nas plantulas inoculadas. Entretanto, nenhum destes possiveis fatores pode
ser comprovado pelos experimentos executados. A primeira hipOtese seria a elevada
concentracdo de etileno, fitohormonio da senescéncia, no final do experimento (ap0s os 7 dias
do co-cultivo) apesar do menor comprimento total das raizes nas plantulas inoculadas. Ou
ainda a producdo de outros fitohormdnios que induzem a senescéncia tais como: &cido
jasmonico, acido salicilico, acido abscisico. Na associacdo G. diazotrophicus e cana-de-
acucar, foi mostrada a expressdo de genes da biossintese de acido jasmonico (VARGAS et al.,
2003) assim como também a expressdo aumentada de proteinas do operon que produz
isoleucina, co-fator do &cido jasmonico (SANTOS et al., 2010).

Outra possivel explicacdo seria 0 co-cultivo ser mais limitante para o desenvolvimento
da plantula do que na auséncia da bactéria, pois ocorreria uma competicdo pelos nutrientes
entre plantas e bactérias. Essa situacdo de estresse poderia ser percebida causando a
senescéncia, que levaria ao consumo de suas préprias fontes de carbono, especialmente
proteinas, aumentando os niveis de NH,". Este é reconhecido pela sua atuagdo como fator
importante de toxicidade, que para algumas espécies é percebido pela diminuicdo da razdo
raiz/parte aérea e raiz delgada/raiz grossa (BRITTO e KRONZUCKER, 2002).

Para a verificacdo da presenca epifitica e/ou endofitica das bactérias H. seropedicae
nas raizes das plantulas inoculadas dos diferentes genétipos de trigo, foi realizada a contagem
microbiana e testes moleculares. Nos resultados obtidos, foi observada a presenca de H.
seropedicae epifiticamente nas raizes de trigo em todos os genotipos avaliados, porém, foi
ausente o crescimento de bactérias endofiticamente nos genotipos CD 104, CD 119 e CD 150
(Tabela 5). Nas plantulas ndo inoculadas, ndo houve crescimento microbiano de qualquer tipo,
provando a inocuidade dos experimentos. Os resultados da contagem de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) no meio BDA apresentaram 0s mesmos resultados que no

meio NFbHP, apenas apresentando um maior nimero de colbnias.
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Tabela 5. Unidade formadoras de colonia (UFC) Herbasprillum seropediace em plantas
inoculadas apés 7 dias de co-cultivo in vitro. UFPR, Palotina — PR, 2011.

Unidades Formadoras de Col6nias em meio NFbHP

Genotipo Raiz fresca total da planta (g) de raiz fresca
Epifitico Endofitico Epifitico Endofitico

CD 104 0 0 0 0

CD 105 8,60.10° 1,97.10° 5,16.10° 1,8.10°
CD 108 4,39.10° 6,00.10° 2,10.10° 2,88.10°
CD 111 6,10.10° 1,60.10* 5,32.10° 1,39.10°
CD 117 2,41.10° 2,33 9,33.10° 9,03
CD 119 1,09.10° 0 3,88.10° 0

CD 120 2,67.10° 6,45.10" 1,23.10° 2,97.10°
CD 150 5,96.10° 0 2,51.10° 0

Na literatura, alguns autores afirmam que a invasdo da bactéria na planta se da pelas
fendas/rompimentos naturais que surgem pela emissdo de pélos (OLIVARES et al., 1996;
ROESCH et al.,, 2006). Correlacionando os dados de emissdo de pélos radiculares nos
genotipos CD 105, CD 117, CD 119 e CD 120 com a presenca de bactérias endofiticas apenas
nos gendtipos CD 105, CD 108, CD 111, CD 117 e CD 120, pode-se sugerir que 0s genotipos
CD 105, CD 117 e CD 120 seriam 0s mais promissores para a associacdo benéfica planta-
bactéria, tanto para a FBN quanto por fatores de promocdo de crescimento vegetal
(LOREDO-OSTI et al., 2004; SALA et al., 2005).

Em 25 gendtipos de arroz inoculados com bactérias diazotréficas foi observado uma
variacdo da populacdo de 10° a 10° por grama de raiz, que foi relacionado com os diferentes
gendtipos estudados (BARRAQUIO et al., 1997). Em cultivares de trigo (IAC24, IAC355 e
ITD 19), inoculados com Azospirillum spp e Herbaspirillum spp foi verificado uma variagdo
de 10% a 10° bactérias endofiticas por grama de raiz (SALA et al., 2005). Comparados aos
resultados obtidos nos 8 gendtipos avaliados (Tabela 5) observa-se uma ordem de grandeza
semelhante para as cultivares CD 105, CD 108, CD 111 e CD 120. Porém o CD117
apresentou um nuamero inferior de bactérias endofiticas e nos demais ndo foi constatada a
presenca destas.

Fontes de carbono sdo usadas pelas bactérias para sua proliferacdo e atividades
endosimbidticas. Olivares et al. (1996) afirmam que os exsudatos das raizes poderiam prover
fonte priméria de carbono para as bactérias diazotrdficas e desse modo estimular seu aumento

populacional. E, foi observa do que a associagcdo com bactérias do género G. diazotrophicus é
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bastante restrita e associada a plantas ricas em agUcar (cana-de-agucar, batata doce e capim
camerom) (DOBEREINER et al., 1995).

A resposta preferencial de alguns genotipos em relacdo a populacdo microbiana
poderia ser explicada pelas varia¢Ges intrinsecas de cada planta na quantidade e qualidade dos
exsudatos radiculares que variam, por sua vez, entre espécies e entre gendtipos da mesma
espécie (RENGEL, 1997).

As bactérias endofiticas e epifiticas obtidas apds co-cultivo foram comprovadas
quanto sua origem pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). O DNA genémico das
coldnias (epifiticas e endofiticas) crescidas em meio NFbHP foram analisadas para a presenca
do 16SrRNA e nifH. Oito coldnias de bactérias epifiticas e 5 coldnias de bactérias endofiticas
escolhidas aleatoriamente foram avaliadas e mostraram dois fragmentos de 310bp para o
gene 16S rRNA e 317pb para o gene nifH, respectivamente (Figura 6). Como esperado, as
bactérias presentes no indculo apresentaram o mesmo padrdo de bandas e o branco teve
reacdo de PCR negativa. Como resultados desta andlise, todas as bactérias foram

caracterizadas como sendo H. seropedicae, provenientes do inéculo aplicado.

310pb " Gn S D R RS- e

M12345678910111213 1B

Figura 6. Andlises de PCR das bactérias H. seropedicae epifiticas e endofiticas isoladas de raizes
de trigo apds 7 dias de co-cultivo. Linha M-Marcador de peso molecular (Ladder 100pb); Linhas
de 1 a 8 — bactérias epifiticas aleatoriamente escolhidas de placas de cultivo provenientes dos
genotipos avaliados. Linhas de 9 a 13 — bactérias endofiticas. Linha | — inoculo “controle
positivo”. B - Branco.
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4.2 Cultivo em casa de vegetacéo

Nas avaliacOes realizadas aos 65 dias ap0s a germinacdo, na fase de
emborrachamento/inicio da emergéncia da espiga, foi verificada a interacao significativa tanto
entre tratamentos por gendtipo, como entre genotipos por tratamentos para as variaveis
avaliadas.

Observou-se que para a massa fresca de raiz na avaliacdo tratamento x gendtipo, as
cultivares CD 108, CD119, CD120 e CD150 nao apresentaram diferencas estatisticas.
Entretanto, no genétipo CD 104 a aplicacdo de nitrogénio diminuiu a massa de raizes
comparada aos demais tratamentos, inclusive aquele onde a mesma quantidade de uréia foi
adicionada nos vasos e as sementes foram inoculadas com H. seropedicae (N+Hs) (Tabela 6).
Entre os gendtipos, verificou-se que as testemunhas (T) do CD 104 e CD 150 tiveram as
melhores médias comparadas ao CD 119, embora sendo similares aos CD 108 e CD 120.

Na presenca de nitrogénio (N), os genotipos mais responsivos foram o CD 150 e 0 CD
108 e, 0 CD 119, CD 104 e CD 120 apresentaram as menores massas fresca de raizes, que
estd de acordo com o vigor genético da cultivar, que ndo se apresentaram alto nas condicgdes
experimentais. Quando em associacdo a H. seropedicae (Hs), 0s genétipos ndo se
diferenciaram entre si, mas quando a bactéria esteve associada ao nitrogénio (N + Hs), os
gendétipos CD 104 e CD 150 foram os que obtiveram maiores massas fresca de raizes. Este
dado remete a presenca da bactéria oriunda da inoculacdo para contrapor o efeito negativo
observado para este genétipo quando adubado com ureia (N). As cultivares CD 120 e CD 119
foram as que demonstraram menor desempenho, embora ndo sejam distintos estatisticamente
do CD 108 (Tabela 6).

Para a variavel massa fresca da parte aérea, comparando-se o efeito dos tratamentos
nos gendtipos, a cultivar CD 119 apresentou maior massa da parte aérea em resposta a ureia
aplicada correspondendo a um aumento de 42% em relagéo a testemunha. O genétipo CD 108
apresentou um efeito sinérgico da ureia associada a H. seropedicae promovendo um
incremento na massa fresca de folhas de 38% em relacdo a testemunha, sendo superior ao
tratamento com apenas ureia (Tabela 6). Entre genotipos, na testemunha, a cultivar CD 104
obteve uma resposta significativamente superior a CD 120. Quando em associacéo de N + Hs,
0s genotipos CD 104, CD 108 e CD 119, apresentaram valores similares para massa fresca da

parte aérea. Porém em relacdo aos tratamentos o CD 108 foi o que passou a ter efeito
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significativo da associacdo de N+Hs. Entretanto, quando o tratamento foi a aplicacdo de ureia
(N), os genotipos que se destacaram foram o CD 119, CD 104 e CD150.

Tabela 6. Massa fresca de raiz, massa fresca da parte aérea e massa seca de parte aérea de
cinco genétipos em funcdo da testemunha, aplicacdo de nitrogénio (142 kg ha™ em cobertura)
(N), inoculacdo com H. seropedicae SmR1 (Hs) e com H. seropedicae SmR1 + nitrogénio
(N+Hs). COODETEC, Cascavel — PR, 2011.

- Testemunha N Hs N+Hs
Genatipo
Massa fresca de raiz (g)

CD 104 1,73 Aa 1,18 Bbc 1,70 Aa 1,64 Aa

CD 108 1,23 Aab 1,54 Aab 1,18 Aa 1,19 Abc

CD 119 0,85 Ab 0,99 Ac 1,17 Aa 1,09 Ac

CD 120 1,39 Aab 1,04 Abc 1,36 Aa 0,90 Ac

CD 150 1,61 Aa 1,88 Aa 1,72 Aa 1,44 Aab
C.V. (%) 28,69

Massa fresca da parte aérea (g)

CD 104 14,99 Aa 11,83 Aabc 14,74 Aa 14,48 Aa

CD 108 9,76 Bab 9,19 Bbc 10,90 ABab 13,54 Aa

CD 119 10,94 Bab 15,61 Aa 11,79 Bab 13,50 ABa

CD 120 8,08 Ab 7,59 Ac 9,16 Ab 8,94 Ab

CD 150 11,28 Aab 12,69 Aab 9,25 Ab 10,06 Ab
C.V. (%) 20,09

Massa seca da parte aérea (g)

CD 104 3,00 Aab 2,69 Aab 2,87 Aab 3,37 Aa

CD 108 2,11 ABab 1,83 Bb 2,17 ABb 2,85 Aabc
CD 119 3,20 ABa 4,13 Aa 3,18 Ba 4,00 ABab
CD 120 1,88 Ab 3,54 Aab 2,84 Aab 2,33 Abc
CD 150 2,35 Aab 2,26 Aab 2,00 Ab 2,28 Ac
C.V. (%) 25,72

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

No desdobramento das fontes de nitrogénio para cada cultivar, referente a producéo de
massa seca da parte aérea, a cultivar CD 108, apresentou 0 melhor resultado para a associacao
(N+ Hs), promovendo um aumento de 55% com relagdo ao tratamento com ureia (N). Para o
CD 119, a presenca da bactéria (Hs) foi o que proporcionou a pior resposta (Tabela 6). Entre
gendtipos, as cultivares CD 119 e CD 108 foram estatisticamente distintas quando houve
aplicacdo de nitrogénio (N), demonstrando uma capacidade inerente do gendtipo em
responder ao N para formacdo de massa aérea e, na associacdo (N+Hs), o CD 104 e CD 150

apresentaram desempenhos estatisticamente diferentes com a melhor resposta para o CD 104.
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Em outros estudos, foram observados aumentos significativos na biomassa de raizes
(57%) e da parte aérea (45%) quando a Pseudomonas fluorescens foi inoculada em trigo sem
fertilizacdo prévia do solo em casa de vegetacdo e concluiram que o aumento do crescimento
da raiz em resposta a inoculacdo mostrou ser mais eficiente em condicdo de menor
concentracdo de nutrientes do solo comparado a solos bem nutridos (SHAHAROONA et al.,
2008). Os dados obtidos apontam a uma provavel menor eficiéncia da associacdo H.
seropedicae em funcdo da qualidade nutricional do solo usado neste experimento.

Em relacdo ao contetdo de amonio quantificados nas raizes frescas, verificou-se que
entre tratamentos, o genétipo CD 104 teve um acréscimo de cerca de 109% quando aplicada
ureia (N) comparado aos demais. Na cultivar CD 119, o tratamento com aplicacéo de ureia foi
similar estatisticamente aos tratamentos com a bactéria (Hs) e associado (N+HSs), mas
superiores a testemunha. Porém no CD 120, os tratamentos que se destacaram, por terem
apresentando niveis maiores que a testemunha, foram os da inoculacdo de H. seropedicae
(Hs) e (N + Hs), indicando um possivel efeito do inoculante bioldgico sobre os niveis dos ions
amonio na raiz (Tabela 7).

Entre os genotipos avaliados nos diferentes tratamentos, observou-se que o genotipo
CD 104 apresentou 0s maiores teores de amonio, entretanto, no tratamento com a presenca
apenas da bactéria (Hs), os valores foram similares as cultivares CD 120 e CD 119. Ainda no
mesmo tratamento, o CD 108 e CD 150 obtiveram 0s menores niveis de amonio dosado
(Tabela 7).

Comparando os resultados de aménio com os obtidos por Lemos (2011), verifica-se
que os gendtipos (CD 104, CD 108, CD 119, CD 120 e CD 150) apresentaram conteldos
distintos em relacdo aos tratamentos aplicados. O genétipo CD 120 (associado a H.
seropedicae, mas sem adubacdo nitrogenada) foi excecdo apresentando o maior contetdo de
amonio associado tanto a A. brasilense como a H. seropedicae. Nestes experimentos, deve-se
ressaltar que as raizes de cada genotipo foram tomadas em plena fase de crescimento (estadio
de emborrachamento /inicio da emergéncia da espiga), onde nédo se espera qualquer tipo de
senescéncia da parte aérea que justifique degradacdo protéica e aumento de ions amonio em
razdo (CAPUTO et al., 2009). Estes ions am6nio nas raizes podem ser advindos da absor¢édo
radicular e/ou FBN. Esta descrito na literatura que estes ions devem ser convertidos para a
forma organica ou transportados para a parte aérea com a mesma finalidade (SCHJOERRING
et al., 2002). Apenas no gendtipo CD 120 se observa este aumento em fungdo da associacao

com a bactéria, em detrimento da presenca da ureia. Este dado pode estar indicando uma
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possivel FBN, especialmente se considerarmos que o CD 120, no experimento in vitro,
apresentou presenca endofitica da bactéria.

Tabela 7. Contelido de amonio (NH,") e nitrogénio total de cinco gendtipos de trigo em
funcdo da testemunha, aplicacdo de nitrogénio (142 kg ha™ em cobertura) (N), inoculacdo
com H. seropedicae SmR1 (Hs) e com H. seropedicae SmR1 + nitrogénio (N+HSs).
COODETEC, Cascavel — PR, 2011.

. Testemunha N Hs N+Hs
Cultivar
NH," [(umoles/mg de raiz).10™]
CD 104 18,37 Ba 38,42 Aa 18,14 Ba 21,66 Ba
CD 108 9,09 Ab 6,41 Ac 8,47 Ab 9,36 Ac
CD 119 8,58 Bb 14,49 Ab 11,60 ABab 17,22 Aabc
CD 120 11,04 Bb 17,54 ABb 20,56 Aa 20,89 Aab
CD 150 8,36 Ab 10,22 Abc 7,79 Ab 12,30 Abc
C.V. (%) 20,86
Nitrogénio total (mg /g de massa seca)

CD 104 0,2784 Aa 0,2736 Aa 0,2836 Aa 0,2504 Aa
CD 108 0,2344 Aa 0,2070 Aa 0,2008 Ab 0,2266 Aa
CD 119 0,2162 Aa 0,2404 Aa 0,1566 Ab 0,2144 Aa
CD 120 0,2186 Aa 0,2112 Aa 0,2074 Ab 0,2426 Aa
CD 150 0,2146 Aa 0,2398 Aa 0, 1826 Ab 0,2060 Aa
C.V. (%) 29,93

Médias seguidas da mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Quando a variavel analisada foi o contetdo de nitrogénio total (NT) determinado na
parte aérea para cada genotipo, observou-se que em nenhuma cultivar obteve diferencas
estatisticas entre os tratamentos. Em relacdo ao desempenho entre cultivares, apenas na
presenca da bactéria (Hs) houve diferencas significativas, onde o genétipo CD 104 apresentou
teores de NT maiores que os demais gendtipos avaliados (Tabela 7). Em outro trabalho,
avaliando os mesmos gendtipos, foi verificado que as cultivares CD 108 e CD 150
apresentaram diferencas no contetdo de NT e o tratamento da associacdo entre A. brasilense e
ureia apresentaram as melhores respostas, seguido do tratamento com apenas a inoculagéo da
bactéria (LEMOS, 2011).

Por outro lado, Spaepen et al (2008) relataram que nenhuma estirpe de Azospirillum
(Sp245 e a mutante FAJ0009) foi capaz de aumentar o contedo de NT em plantas de trigo cv
Rubino apds a inoculacdo. Sala et al (2005) avaliando o efeito da associagcdo em trigo com

diferentes estirpes de H. seropedicae, relataram que apenas um dos isolados apresentou maior
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concentracdo de NT. Baldani et al (2000) também relatam a especificidade entre bactérias e
plantas para o melhor performance em termos de FBN. Os dados obtidos neste experimento
podem estar apontando uma baixa capacidade dos genotipos em converter o0 ion aménio em
nitrogénio total na parte aérea em funcdo de diferencas nas condicdes experimentais
comparado aos experimentos de Lemos (2011), no que diz respeito a uma condic¢do natural de
maior fertilidade do solo usado.

Em relacdo a atividade da GS ensaiada nas raizes, a Unica cultivar que apresentou
atividade enzimaética diferenciada entre os tratamentos foi a CD 150, com uma atividade cerca
de 3x maior nas plantas adubadas com ureia em cobertura comparada as plantas testemunha e
2X maior no tratamento com as plantas inoculadas com a bactéria (Hs). Tal dado demonstra
gue o nitrogénio aplicado foi determinante para a atividade desta enzima (Figura 7). Os
demais gendtipos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos. Entre
genotipos, no tratamento com aplicacdo de nitrogénio (N), a cultivar CD 150 apresentou uma
atividade de GS 170% maior em relagdo as cultivares CD 108 e CD 120. Nos demais

tratamentos, as cultivares foram similares apresentando o mesmo desempenho.
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Figura 7. Atividade da glutamina sintetase em raiz de plantas de cinco genétipos de trigo em
funcdo da testemunha, aplicagdo de nitrogénio (142 kg ha™ em cobertura) (N), inoculacdo
com H. seropedicae SmR1 (Hs) e com H. seropedicae SmR1 + nitrogénio (N+Hs). Colunas
seguidas da mesma letra maidscula, entre tratamentos no mesmo gendtipo, e mindscula, entre
genotipos no mesmo tratamento, ndo diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05).

59



No CD 120, o maior conteudo de ions amonio nos tratamentos (Hs) e (N+HSs), ndo
influenciou o conteddo de NT da parte aérea significativamente, nem tampouco a atividade da
GS na fase de crescimento avaliada. A falta de correspondéncia do conteddo NT pode estar
relacionada a fotossintese neste estddio de crescimento, que é mais alta que nos estadios
consecutivos (REYNOLDS et al., 2000), pois a fixacdo do nitrogénio depende de fonte de
carbono que ndo foi suficiente para fixar na planta (LANCIEN et al., 2000). A fixacdo dos
jons aménio poder ter sido desviada para GS na parte aérea (ndo quantificada nestes
experimentos).

Em relacdo a massa da planta inteira ao final do ciclo fenoldgico, os tratamentos
apresentaram comportamento similar, a exce¢do do genétipo CD 119, que em presenca do
nitrogénio (N) promoveu um incremento de 13% da massa vegetal em relagéo a testemunha
(T) (Tabela 8). Entre gendtipos avaliados, a cultivar CD 119 apresentou 0os maiores valores,
na presenca de nitrogénio (58%) e na associacao de nitrogénio com H. seropedicae (40%) em
relacdo ao gendtipo de pior desempenho (CD 120). No tratamento sem inoculacdo, 0s
genotipos CD 119 e CD 104 apresentaram uma massa da planta inteira 58% maior comparada
ao gendtipo de menor performance (CD 120). Em presenca unicamente de H. seropedicae, 0s
gendtipos ndo apresentam diferencas estatisticas entre si (Tabela 8).

Os dados da producdo por planta apontam a cultivar CD 120 como sendo a Unica que
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. Quando na presenca unicamente da
bactéria (Hs), a producdo de gréos por planta foi similar a do tratamento com aplicacdo de
ureia (N) com um aumento de 65% comparada a testemunha. Entre genotipos, o que se
destacou foi a cultivar CD 119 com aumentos de 92% em relacdo ao gendtipo CD 120 na
testemunha e na presenca de (N) e (N+Hs) com a melhor resposta. Na presenca da bactéria
(Hs), os gendtipos tiveram uma producao por planta similar (Tabela 8).

Ao final do ciclo fenoldgico, uma possivel conversdo de ions aménio em massa de
grdos por planta pode ser correlacionada no genétipo CD 120, embora este ndo seja o
gendtipo mais proeminente em caracteristicas produtivas apresentando a menor massa da
planta inteira na testemunha. No entanto, esta cultivar ndo foi diferente dos demais genotipos
quando inoculado com a bactéria (Hs), demonstrando que, entre os avaliados, obteve um
comportamento diferencial.

Quanto aos resultados obtidos para massa de 100 grédos, os genétipos CD 108, CD 120

e CD 150 foram similares estatisticamente. A massa de 100 grdos do genétipo CD 104 foi
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11% superior na testemunha comparado aos demais tratamentos. E relevante observar que o
genotipo CD 119 respondeu a aplicacdo de nitrogénio apresentando um aumento de 16% na
massa de grdos comparada aos tratamentos sob a presenca de bactéria e na associacdo bactéria
e nitrogénio (Tabela 8). No comportamento dos genoétipos, na testemunha, apenas 0s
genotipos CD104 e CD 119 foram diferentes do CD 108. O CD 119 se destacou por ser entre
0s gendtipos o que mais responde a adubacdo nitrogenada (36%) e a presenca de H.
seropedicae (16%) quando comparado aos genétipos CD 108 e CD 150, porém, apresentou

resultados semelhantes aos outros gendtipos sob associacdo (N + Hs)(Tabela 8).

Tabela 8. Massa da planta inteira ao final do ciclo, producédo por planta e massa de 100 graos
de cinco gendtipos em funcdo da testemunha, aplicacdo de nitrogénio (142 kg ha™ em
cobertura) (N), inoculacdo com H. seropedicae SmR1 (Hs) e com H. seropedicae SmR1 +
nitrogénio (N+Hs). COODETEC, Cascavel — PR, 2011.

- Testemunha N Hs N+Hs
Genotipo — - -
Massa da planta inteira ao final do ciclo (g)

CD 104 9,29 Aa 7,90 Ab 8,63 Aa 8,07 Aab

CD 108 7,78 Aab 6,68 Ab 8,92 Aa 7,86 Aab

CD 119 9,24 ABa 10,60 Aa 8,62 Ba 9,53 ABa

CD 120 5,86 Ab 7,97 Ab 8,70 Aa 6,77 Ab

CD 150 8,17 Aab 8,34 Ab 7,41 Aa 7,63 Aab
C.V. (%) 16,21

Producao por planta (g/planta)

CD 104 2,87 Abc 3,03 Ab 2,98 Aa 3,13 Aab

CD 108 2,74 Abc 2,91 Ab 3,32 Aa 3,10 Aab

CD 119 3,89 Aa 4,13 Aa 3,72 Aa 3,64 Aa

CD 120 2,02 Bc 3,24 Aab 3,45 Aa 2,82 ABb

CD 150 2,94 Ab 3,05 Ab 3,07 Aa 3,10 Aab
C.V. (%) 16,36

Massa de 100 graos (g)

CD 104 3,26 Aa 2,88 Bb 2,87 Bab 2,87 Ba

CD 108 2,60 Ab 2,68 Ab 2,64 Ab 2,91 Aa

CD 119 3,36 ABa 3,70 Aa 3,22 Ba 3,13 Ba

CD 120 2,95 Aab 2,78 Ab 2,94 Aab 2,74 Aa

CD 150 3,11 Aab 2,71 Ab 2,75 Ab 2,65 Aa
C.V. (%) 8,34

Médias seguidas da mesma letra maitscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p< 0,05).

Lemos (2011) também observou um incremento na massa de 1000 sementes quando a
inoculagdo com A. brasilense na cultura do trigo era acompanhada da adubacdo nitrogenada

no CD 150, porém ndo houve resposta no CD 119.
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Por outro lado, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que ndo houve
acréscimos em todos o0s parametros produtivos avaliados, permitindo concluir que esta estirpe
bacteriana (H. seropedicae SmR1) ndo estaria atuando como promotora destes. De um modo
geral, ndo € possivel indicar uma cultivar mais responsiva, mas levando-se em consideracédo
alguns parametros avaliados, podemos propor uma contribuicdo positiva para a cultivar CD
120, que em outras condicBes experimentais, a contribuicdo da associagdo com a bactéria para
a FBN podera ser melhor estudada.

Na cultura de trigo ainda sdo escassos 0s trabalhos demonstrando as respostas da
associacao com H. seropedicae em relacdo a FBN e promocéo do crescimento vegetal (PCV).
Neste trabalho foi possivel confirmar a importancia do efeito gen6tipo dependente tanto da
planta quanto da bactéria para a eficacia da associacdo. Existe um consenso geral de que o
gendtipo da planta € um fator chave para obtencdo dos beneficios propiciados por bactérias
diazotréficas endofiticas (REIS et al., 2000). Foram observadas respostas diferenciadas entre
genotipos de milho inoculadas com Azospirillum spp.. Alguns dos genotipos avaliados
mostraram uma resposta favoravel & inoculacdo e também & aplicacdo de 100 Kg ha™ de N
enquanto que em outros esta resposta foi infima (GARCIA DE SALAMONE et al., 1996).

Outros autores ainda, avaliando a resposta da associacdo a campo com A. brasilense
também relatam respostas diferenciadas do trigo dependentes do gendtipo, do local, e do
estado fenoldgico das plantas em que foram avaliados (SALA et al., 2007a; DIAZ-ZORITA e
FERNANDEZ-CANIGIA, 2008). Os genétipos avaliados sdo provenientes do banco de
germoplasma da COODETEC e tem origem mexicana (CIMMYT). Diaz-Zorita e Fernandez-
Canigia (2008) afirmam existir uma diferenca na resposta de genétipos europeus em relacdo
aos de origem argentina ou mexicana.

Kennedy et al. (1997) citam que o melhoramento vegetal do trigo visando maiores
produtividades foi realizado baseando-se nas melhores respostas dos genotipos a adubagéo
nitrogenada e na alta fertilidade de solos. Este fato poderia ter minimizado a pressdo de
selecdo para o desenvolvimento de uma associacdo planta-bactéria estavel e benéfica em
cereais. Por esta razdo a procura por germoplasma responsivo a FBN nos gendtipos ancestrais
nédo deve ser ignorada.

O gendtipo da planta apresenta uma alta correlagdo com a populacéo de diazotroficos
(SILVA et al., 2003). Roesch et al. (2006) afirmam que, além tipo da cultivar o estadio de
desenvolvimento do vegetal pode afetar a ocorréncia e distribui¢do das bactérias diazotroficas

no milho.
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Diaz-Zorita e Fernandez-Canigia (2008) afirmam que a associacdo do trigo com
Azospirillum brasiliense aumentou a producdo a campo em 8% (um aumento de 260 Kg ha™).
Esse aumento nao ocorreu pelo aumento do peso de grdos, mas pelo aumento do numero de
gréos por unidade de area devido a uma maior area foliar. Okon e Labandera-Gonzalez (1994)
observaram incrementos na ordem de 5-30% na producdo de trigo num periodo de vinte anos
de avaliacGes em experimentos em campo e em casa de vegetacdo. Alamri e Mostafa (2009)
relatam um aumento na produtividade quando plantas de trigo foram inoculadas com A.
brasilense e 60 Kg.ha™ de N comparados com plantas n4o inoculadas.

Além da Azospirilum sp., outros géneros de bactérias diazotroficas também sdo
relatadas na literatura com bons resultados de FBN e PCV. Shaharoona et al. (2008)
observaram aumentos significativos na producdo de gréos por planta (22%) e da massa de
1000 gréos (25%) quando bactérias Pseudomonas fluorescens foram inoculadas em trigo sem
fertilizacdo prévia do solo em casa de vegetacdo. Outros autores também relatam sobre
resultados positivos obtidos de FBN em trigo com a bactéria Klebsiella pneumoniae 342
(INIGUEZ et al., 2004).

Outros autores também observaram que diferentes gendtipos de trigo diferiram quanto
ao aumento de produtividade propiciado por isolados de bactérias do género Azospirillum e
que os maiores beneficios foram obtidos com genétipo e bactéria oriundos da mesma
localidade (BHATTARAI e HESS, 1993).

Baldani et al. (1986) testaram em trigo diferentes estirpes de origens diversas e
concluiram que estirpes homologas foram mais eficientes do que as isoladas de plantas de
outras espécies. Como a H. seropedicae foi isolada de raizes, caules e folhas de cana-de-
acucar (BALDANI et al., 1992), este fato poderia explicar a pouca aptiddo desta estirpe em
realizar a FBN em trigo.

Outra razdo que possivelmente poderia explicar os resultados pouco expressivos de
FBN, promocdo do crescimento vegetal e produtividade da associacdo planta-bactéria, seria a
alta fertilidade do solo usado nesse experimento (M.0.=52,27 g.dm™). Os resultados obtidos
sugerem que o nitrogénio disponivel no solo pode ter sido por si s, suficiente para o
desenvolvimento das plantas de trigo, minimizando a contribuicdo da FBN e dos efeitos
promotores de crescimento nas plantas avaliadas.

Oliveira et al. (2006) observaram que a associagéo de diferentes bactérias diazotroficas
e cana-de-acgtcar em diferentes tipos de solo (em relacdo a fertilidade) foi distinta e solos com

alta fertilidade ndo geraram resultados de FBN ou PCV, sendo que os melhores resultados
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foram encontrados nos solos de média e baixa fertilidade. Outros autores também observaram
que o tipo de solo teve uma forte influéncia na densidade e estrutura populacional microbiana
em plantas de milho (CHIARINI et al., 1998), ou ainda sob estresse abiotico (CREUS et al.,
2004).

A relagdo associativa entre o trigo e a bactéria diazotréfica H. seropedicae nao foi
completamente elucidada. Este trabalho representa o primeiro trabalho com dados de estudos
de parametros agrondmicos realizado com genétipos COODETEC, importantes para a regiao
oeste do Paranad. Autores comentam a baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos para a
FBN em muitas culturas (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994; DOBBELAERE et
al., 2003). O uso comercial da inoculagdo com H. seropedicae em cereais requer mais estudos
criticos devido ao grande nimero de variantes que esta pratica apresenta (OLIVEIRA et al.,
2006). Apesar da FBN néo ter sido o fator principal encontrado, os resultados obtidos nesse
estudo reforcam e justificam mais estudos sobre estratégias e metodologias para selecdo de
estirpes bacterianas e genotipos de trigo mais responsivos a esta associagao.
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5 CONCLUSOES

Foi observada a associacdo da planta e da H. seropedicae in vitro pela ocorréncia de
aumento da zona pilifera em alguns gendtipos avaliados.

As cultivares CD 105, CD117 e CD 120, pela presenca da bactéria H. seropedicae SmR1
endofiticamente e promocdo do crescimento radicular, sdo as cultivares mais promissoras para
uma resposta a FBN.

Os niveis de NH;", GS e NT nas raizes ndo foram determinantes para a PCV e FBN in
vitro nos genotipos e no periodo de co-cultivo avaliado.

Nos experimentos em casa de vegetacdo, ndo foi observado nenhum efeito negativo da
inoculacdo nas cultivares avaliadas com H. seropedicae.

Apesar de ter havido uma interacdo significativa tanto entre tratamentos por genotipo,
como entre gendtipos por tratamentos para as varidveis avaliadas estas, ndo foram
determinantes para a definicdo de um genotipo em especial que apresente uma resposta
conclusiva a respeito da interacdo benéfica planta-bactéria.

Os parametros produtivos avaliados ndo denotam uma proeminente resposta a inoculacéo
com H.seropedicae dos genotipos COODETEC.

Existe uma possivel contribui¢do a ser mais bem estudada da associa¢do na cultivar CD
120, apesar de seu menor desempenho comparado aos demais genétipos.

Perspectivas: Existe a necessidade de se identificar estirpe(s) especifica(s) para o0s
gendtipos COODETEC. Outro ponto serd o melhoramento genético desta cultura envolvendo

a busca de ancestrais responsivos para a promocao do crescimento vegetal e FBN.
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