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RESUMO

A baixa fertilidade dos solos tropicais e precipitacdes sdo o0s principais limitantes da
producado de arroz (Oryza sativa), por isto, os fertilizantes sdo utilizados em grandes
guantidades causando alteracbes na dinamica das comunidades de micro-
organismos e a contaminacdo de rios e lagos. Uma opcdo ecologicamente
sustentavel para substituir os fertilizantes sintéticos, sem alterar a dinamica das
cadeias tréficas é a utilizacdo da associacdo de plantas de arroz com as bactérias
diazotréficas endofiticas. Estas bactérias auxiliam a planta na producdo de auxina,
responsavel em intensificar a atividade das H*-ATPases do tipo V e as H*-PPases
do vacuolo e aumentando a absorcdo de nutrientes. Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o a ecologia, crescimento, nutricdo e atividade de
H*-ATPase de membrana plasmatica e vacuolar, além da H*-PPase vacuolar em
plantas de arroz inoculadas com Herbaspirillum seropedicae. O experimento foi
realizado na casa de vegetacado e 120 dias ap0s a inoculacao foram determinados, a
altura das plantas, o diametro do caule, o peso da matéria seca da parte aérea e 0s
conteudos dos macronutrientes, N, P, K, Mg, Ca e S presentes nas folhas. A
atividade das P- H*-ATPase e V- H*APPase foram superiores nas plantas
inoculadas em relacdo ao controle, e por consequéncia a concentracdo de todos 0s
macronutrientes. Plantas inoculadas com H. seropedicae HRC54 apresentaram um
incremento superior a 120 % no conteudo de N, 350% de P, 440% de K,150% de
Ca, 96% de Mg e 300% de S. Esta nutricdo elevada correlacionou com incrementos
na altura, peso da matéria seca e diametro do caule, em 57%, 67% e 195%,
respectivamente. Os resultados indicam que a interacdo com o enddfito favoreceu a
assimilacdo dos nutrientes pela maior atividade das bombas vacuolares,
principalmente pela PPase. Com esses dados, pode-se concluir que as bombas de
prétons participam diretamente do processo de promocdo do crescimento em
plantas de arroz induzido pela interacdo com H. seropedicae.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento vegetal, assimilacdo de

nitrogénio.
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ABSTRACT

The low fertility of tropical soils and rainfall are the main limiting rice (Oryza sativa)
production, therefore, fertilizers are used in large quantities causing changes in the
dynamics of micro-organisms communities and the contamination of rivers and lakes.
An environmentally sustainable option to replace synthetic fertilizers, without
changing the dynamics of food webs is the use of rice plants association with
endophytic diazotrophic bacteria. These bacteria boost the production of plant auxin
responsible for intensify the activity of type V- H*-ATPase and H*-PPase from
vacuole thus increasing the absorption of nutrients. In this context, this study aimed
to evaluate the ecology, growth, nutrition and activity of H+-ATPase of plasma and
vacuolar membrane, in addition to vacuole H*-PPase in rice plants inoculated with
Herbaspirillum seropedicae. The experiment was conducted in a greenhouse. 120
day after the inoculation it were determined the plant height, stem diameter, dry
weight of shoot and the content of macronutrients, N, P, K, Mg and S present in the
leaves. The activity of P- H*-ATPase and V- H*-ATPase were higher in inoculated
plants compared to control, and therefore all the macronutrients. Plants inoculated
with H. seropedicae HRC54 showed an increment of 120% in the content of N, 350%
of P, 440% of K, 150% of Ca, 96% of Mg and 300% of S. This high nutrition
correlated with increases in height, dry weight and stem diameter, in 57%, 67% and
195%, respectively. The result indicate that the interaction with the endophytic
diazotrophic bacteria favor the assimilation of nutrients by increased activity of
vacuolar pumps, mainly by PPase. With this data, we can conclude that H* pumps
directly participate in the growth-promoting process on rice plants induced by
interaction with H. seropedicae.

Key words: plant growth-promoting bacteria, nitrogen assimilation,

macronutrients.



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) desponta como terceiro alimento mais produzido no
mundo, gracas ao baixo custo de sua producéo e ao alto valor nutricional que fazem
deste cereal a base alimentar de mais de um terco da populacdo mundial (Wagh et
al., 2014).

Para atender a demanda global estima-se que a sua producdo de arroz
necessite ser elevada em 30% até o ano de 2030 (FAO, 2012), neste contexto, 0S
sistemas produtivos tém intensificado o uso de agroguimicos para aumentar a
produtividade (Duvick, 2005; Savci, 2012), e desta forma, a agricultura convencional
tem contribuido diretamente na contaminagdo dos solos e por consequéncia aguas
subterraneas e superficiais, além de afetar a diversidade e funcionalidade de micro-
organismos rizosféricos (Shahzad et al., 2013).

Por isto, novas tecnologias que otimizem a produtividade vegetal e que
ndo agridam o meio ambiente se fazem necessarias. Uma opc¢do ecologicamente
sustentavel ao uso de agroquimicos é a utilizacdo de Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal (BPCV) associados as culturas de interesse agricola, tal qual o
arroz (Arruda et al., 2013). Estes micro-organismos apresentam diversos beneficios
a estas culturas, como é o caso das bactérias Herbaspirillum seropedicae, que além
de fixar nitrogénio participam também do controle direto e indireto de patégenos,
favorecendo o desenvolvimento da planta hospedeira (Bhattacharyya e Jha, 2012).
Outro beneficio encontrado em plantas inoculadas com estas bactérias € a maior
producdo de fitohormoénios, dentre estes a auxina. Acredita-se que devido a maior
producdo deste hormonio, plantas inoculadas com H. seropedicae apresentem maior
atividade das H*-ATPases de membrana plasmatica, amplificando assim a
capacidade de absorcao de nutrientes por estas plantas (Canellas, 2013).

As bombas de H* constituem os sistemas de transporte primérios em
membranas celulares dos vegetais (Shavrukov e Hirai, 2015; Sondergaard et al.
2004). Nesses organismos a absor¢do de nutrientes ocorre via transportadores
secundarios de H*, os quais necessitam do aporte de energia que € fornecido pelos
sistemas de transporte primarios (Gaxiola, 2007). Deste modo, as H*-ATPases do
tipo P e V e as H*-pirofosfatases (H*-PPases) geram uma forga préton-motora que
energiza os transportadores secundarios de elétrons (Shavrukov e Hirai, 2015; Sze
et al. 1999).
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A H*-ATPase do tipo P desempenha importantes funcées no
desenvolvimento da célula vegetal. Esta bomba eletrogénica hidrolisa ATP para
gerar um movimento de H* em dire¢do ao apoplasto, este gradiente de prétons atua
como uma forca motriz para viabilizar o transporte ativo de ions e outros metabdlitos
por meio de sistemas secundarios de transporte que realizam o co-transporte de
ions H* acoplado ao transporte de substéncias para dentro e fora da célula (Hu-
Cheng et al.,, 2003). Um maior aporte de protons, gerados por estas bombas,
promove a acidificacdo do apoplasto, sendo esta a forca motriz da expanséo celular
em resposta ao hormonio auxina (Dunser e Kleine-Veine, 2015; Perrot-Rechenmann,
2010).

Entretanto, € a vacuolacédo (capacidade do vacuolo de manutencdo da
pressdo de turgor) que provem o volume necessario para que processo de expansao
celular ocorra (Cosgrove, 2000). Desta forma, a atividade das H*-ATPases do tipo V
e as H*-PPases, presentes no tonoplasto, desempenham um importante papel neste
processo, a partir do momento em que o gradiente eletroquimico de H*, gerados por
estas bombas, energizam os transportadores secundarios mantendo a pressao
osmatica do vacuolo suficientemente alta para a absorcao de agua (Maeshima et al.,
1996; Smart et al., 1998; Zandonadi et al., 2007).

A hipétese deste trabalho € que a bactéria promotora do crescimento vegetal
H. seropedicae modula as bombas de protons, induzindo ativagdes sincronicas da
H*-PPases e da H*-ATPases de membrana plasmatica, estimulando absor¢cdo de
nutrientes e promovendo outras alteracdes fisioldgicas, favorecendo o crescimento

destas plantas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacéo de plantas de
arroz (Oryza sativa) com a bactéria endofitica Herbaspirillum seropedicae sobre a

ecofisiologia, bioenergética e ionoma destas plantas.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a nutricdo mineral das plantas de arroz inoculadas com H.
seropedicae;

Determinar a atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica e
vacuolar, além da H*-PPase vacuolar em plantas de arroz inoculadas com H.
seropedicae;

Elucidar se as bombas de prétons participam dos mecanismos de
promoc¢do do crescimento vegetal induzido pela bactéria endofitica diazotréfica H.

seropedicae.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O cultivo do arroz

Acredita-se que a espécie Oryza sativa teve origem no supercontinente
Gondwna a mais de 150 milhdes de anos atras e com a separacédo dos continentes
se espalhou para Africa, Asia, Europa e Américas (Khush, 1997). A domesticac&o
para uso alimenticio provavelmente aconteceu na Asia a 9 mil anos, sendo depois
introduzido na Grécia onde se popularizou (Santos et al., 2006). No Brasil, dados
histéricos indicam a domesticacao pelos indios de uma espécie de arroz cultivado
em solos alagados, o qual chamavam de milho d'agua (EMBRAPA, 2005).

A espécie Oryza sativa pertence a familia poaceae, subfamilia oryzodea,
tribo oryzeae, género oriza. Sendo as subespécies Indica e Japbnica as mais

importantes para cultivo (Moreira e Kluge, 1999, Santos et al., 2006).

3.2 Importancia social e econémica

Os paises da Asia s@o os principais produtores. A China, India e
indonésia sdo os lideres na producdo, contudo, como na maioria dos paises
produtores, mais de 90% da producao é destinada ao consumo interno. Assim, a
Tailandia lidera o ranking de exportadores, vendendo cerca de 50% da sua producéo
(USDA, 2012).

O arroz, depois do milho, é o cereal mais produzido no mundo. O cultivo
mundial de arroz utiliza, em média, de 150 milhées de hectares para alimentar cerca
de 2,5 bilhdes de pessoas, 0 que significa mais da metade da populagdo mundial.
Gracas ao baixo custo de producéo e alto valor nutricional, o cereal se tornou a base
da dieta das familias nos paises subdesenvolvidos, emergentes e de grande
densidade demografica, como os asiaticos e o Brasil (EMBRAPA, 2005; FAO, 2009).

Dos paises produtores, o Brasil ocupa a 82 colocacédo no ranking e o
maior produtor entre os paises ndo asiaticos, com uma producdo média de 12
milhdes de toneladas/ano, producdo suficiente para atender apenas ao mercado
interno. Contudo, estudos indicam que, como o crescimento da produtividade nao é
equivalente ao crescimento populacional, a producdo até o ano de 2020 né&o
atendera a crescente demanda (MAPA, 2010; IBGE, 2014).
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3.3 Necessidades nutricionais e de cultivo

No pais, a cultura encontra condicfes favoraveis de solo e clima na regiao
sul. Estes fatores, aliados a altos investimentos em manejo e a disponibilidade de
agua, fazem da regido a maior produtora do cereal no pais, com o predominio dos
cultivos irrigado e inundado (Khush, 1997; Pinheiro et al.,, 2006). Ja nas demais
regides, onde a restricdo hidrica é maior, a principal variedade é a de sequeiro,
todavia, a indisponibilidade de &gua, as altas temperaturas e a baixa fertilidade
diminuem a produtividade e aumenta os gastos com fertilizantes (EMBRAPA, 2010).

O estado do Rio Grande do Sul produz cerca de 50% da producéo
nacional, seguido pelo estado do Mato Grosso, entretanto, neste este estado, como
nos demais da regido centro-oeste, o cultivo € o de terras altas, sob irrigagdo. Assim,
nos estados fora da regido sul o estresse hidrico e os solos pobres s&o 0s principais
limitadores da producéo. A submisséo as condi¢gbes adversas de estresse hidrico e
nutricional leva a planta a uma série de transformacfes morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares que afetam o0 seu desenvolvimento, crescimento, reproducdo e
produtividade (Mahajan e Tuteja, 2005).

A forma do cultivo do arroz influencia na disponibilidade de N. Quando o
cultivo acontece em solos inundados, por exemplo, parte do N disponivel no solo
pode ser perdido por desnitrificacdo ou lixiviagdo, aumentando a necessidade dos
fertilizantes nitrogenados ou a dependéncia da Fixacdo Bioldégica de Nitrogénio
(FBN). Quando o arroz € do tipo irrigado, o N € rapidamente absorvido pelas plantas,
mais, ainda assim existem perdas por desnitrificacdo. (Reddy e Patrick, 1979; Smil,
1997; EMBRAPA, 2010).

3.4 Fixacao biolégica de nitrogénio e o arroz

Bactérias endofiticas diazotroéficas, fixadoras de nitrogénio, que vivem nos
espacos intercelulares, tecido vascular, aerénquima e células mortas do arroz séo a
esperanca de pesquisadores para diminuir a dependéncia da planta aos insumos e
aumentar a produtividade. Os genes expressos por estas bactérias que codificam a
nitrogenase indicam que estes microrganismos vivem intimamente nos tecidos da
planta, em simbiose, fazendo a fixagdo do N2 (James, 2000).

Nas espécies de arroz selvagens existem maiores probabilidades de

encontrar populacdes Unicas de bactérias fixadoras de nitrogénio, diferentes das
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espécies encontradas nas variedades colonizadas, produzidas de forma comercial
(Elbeltagy, 2001). Nas espécies nativas, os endofilos, responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio, sdo encontrados em maior quantidade nas hastes, demonstrando que
este possivelmente é o local mais indicado para fornecer o nicho das bactérias
diazotroficas. Entretanto, a H. seropedicae coloniza principalmente as regides sub-
epidérmicas das raizes (Elbeltagy, 2001).

Estudos indicam que a associacdo destas bactérias com o arroz pode
substituir uma média de 40 kg de N.ha?, dependendo da variedade de arroz
utilizada, e se apenas 25% do total de fertilizantes fossem substituidos pela FBN,
geraria uma economia proxima a 400 milhdes dos 10 bilhdes de ddélares gastos

anualmente com nitrogénio mineral (Baldani et al., 2002 e Ferreira et al., 2003).

3.5 Interacdes entre os microrganismos darizosfera e a planta

Todos os organismos que habitam o planeta exercem algum tipo de
interacdo com individuos de outras espécies, podendo ser na forma simbidtica,
patogénica ou associativa (Smith e Read, 2008; Begon et al, 2007).

A interacdo simbidtica ocorre quando ambas as espécies sao igualmente
beneficiadas com relagdo, como a interacdo entre as rhizobactérias e as
leguminosas onde as bactérias se abrigam em nddulos feitos nas raizes das plantas
e a planta recebe o nitrogénio fixado pelo micro-organismo (Rufini et al., 2011).

J4, na interacdo associativa apenas o microrganismo é beneficiado. O
hospedeiro serve de abrigo ao microrganismo, sem nenhum prejuizo aparente.
Existem também casos de associacdo em que o beneficio do microrganismo ao
hospedeiro € inferior ao que ele recebe. Este fenbmeno é pouco conhecido nas
relacbes bactérias/plantas, mas, sabe ser esta a forma em que as bactérias
diazotréficas e as gramineas se relacionam. O microrganismo infecta a planta e
troca com ela os nutrientes necessarios para completar o seu ciclo de vida (Amaral,
2014).

Entretanto, quando existe dano ao hospedeiro denominamos a interagéo
como patogénica. Isto € comum nas relagbes em que algumas bactérias infectam os
vegetais e utilizam suas substancias para se desenvolver. A principio o vegetal
resiste a interacdo, ao identificar um sinal de invasdo a planta ativa um mecanismo
de defesa, que pode variar de acordo com o tipo de ameacga, podendo ser: a morte

da célula infectada, o reforco da estrutura do sitio da infec¢do, a producédo de
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proteinas, metabdlitos antimicrobianos ou a inducdo da expressdo de genes de
defesa (Abramovitch et al., 2006). Mas, como nem sempre estes mecanismos Sao

eficientes, € necessario o auxilio de outros parceiros simbiontes.

3.6 Bactérias Promotoras De Crescimento Vegetal - BPCV

As bactérias que interagem com a planta como simbiose ou associacéo
sdo chamadas de bactérias promotoras de crescimento vegetal — BPCV (Rodriguez
e Fraga, 1999). Elas estimulam a formac&o e o desenvolvimento das raizes laterais
que, mais desenvolvidas, melhoram a absorcdo de nutrientes e de &agua,
favorecendo a producdo de hormbnios como a giberelina e auxina, citocinina, acido
indo acético, oligoelementos e sideréforos. (Dimkpa et al., 2009; Khan et al., 2009;
Lugtenberg e Kamilova, 2009; Hussain e Hasnain, 2011; Loaces et al., 2011; Patel,
2012; Lugtenberg et al., 2013).

Contudo, a FBN é o principal beneficio das BPCVs as plantas.
Praticamente todo o nitrogénio existente no planeta encontra-se no estado nao
disponivel ao vegetal, sendo as bactérias responsaveis por transformar o nitrogénio
atmosférico em uma forma acessivel aos demais organismos. (Lindermann e Glover,
2003).

3.7 Mecanismo de acao das bactérias promotoras de crescimento vegetal

Os efeitos da acdo das BPCVs afetam a planta na forma direta ou
indireta. Promocao direta acontece quando os compostos produzidos pela bactéria
auxiliam a nutricdo do vegetal, como a FBN, ou quando os mecanismos de acéo do
microrganismo facilitam a entrada de nutrientes na planta, como os sideréforos e 0s
fitormbénios (Bar-Ness et al., 1992; Bastian et al.,, 1998; Glick et al., 1999). A
promocao indireta refere-se aos mecanismos que estimulam a resisténcia da planta
ou que a auxilia na competicdo interespecifica, como o0s antibidticos, etilenos
enddégenos ou produtos antagbnicos a fitopatogénicos que diminuem o stress da
planta (Glick, 1995; Miethke e Marahiel, 2007; Ahmad et al., 2008; Araujo et al.,
2010; Loaces et al., 2011; Pérez-Montafio et al., 2013).

As BPCVs mais conhecidas séo as rhizobactérias, elas séao eficientes em
colonizar a superficie radicular principalmente das leguminosas, produzindo

moléculas de sinalizagdo que atuam como mensageiros quimicos, fundamentais na
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regulacdo do desenvolvimento da planta (Martinez-Viveros et al., 2010 e Geetha e
Sanket, 2013). No interior das raizes, as rhizobactérias sao capazes de sobreviver,
multiplicar e competir com outros microrganismos por um tempo necessario para
beneficiar o vegetal, para isto, utilizam varios mecanismos fisiologicos, que podem
estar ativos ao mesmo tempo ou individualmente em diferentes estagios do

crescimento das plantas (Ahemad e Khan, 2010).

3.8 Interacgdo entre as endobactérias diazotroficas e as plantas

As endobactérias diazotroficas possuem maior eficiéncia na interacdo
com as gramineas, elas podem ser encontradas nas raizes, folhas e caule,
fornecendo ao vegetal: metabdlitos nitrogenados, fitorménios e antibidticos
(Rodriguez e Fraga, 1999).

Apesar das rhizobactérias serem mais eficientes na fixacao de nitrogénio,
as bactérias endofiticas sdo as Unicas que conseguem colonizar e sobreviver no
interior das raizes sem causar prejuizo a planta e sem competir com a ela por
nutrientes, como acontece com 0s demais microrganismos que habitam a rizosfera
(Hallmann et al., 1997; Azevedo, 1998).

Sdo varias as formas de dispersdo e infeccdo das bactérias ao
hospedeiro, sendo mais comuns elas serem espalhadas pelo vento, ligados a
particula do solo, na poeira, flutuando na a&gua ou ligadas a equipamentos de
manejo Sturz et al, 2000).

Na infeccéo, a bactéria identifica os sinais provenientes dos exudatos das
raizes e penetra na planta pelas fendas da epiderme, pelos pontos de emergéncia
das raizes secundarias, nos ferimentos, nos estbmatos e nos espacos intracelulares.
Através destas vias elas chegam ao xilema, onde é transportada para varias partes
do tecido vegetal, colonizando em especial o caule e as folhas (Olivares et al., 1996;
James, 2000, 2002; Roncato-Maccari et al., 2003; Monteiro et al., 2012; Santoyoa et
al., 2015).

Devido a uma série de beneficios ao vegetal, cada vez € mais frequente o
uso de bionoculantes que possuem em suas férmulas pelo menos uma estirpe de
BPCV como um recurso promissor na producéo vegetal, seja como biofertilizantes,

bioestimulantes ou bioprotetores (Bashan, 1998; Amorin e Melo, 2002).
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3.9 Endobactérias diazotréficas Herbaspirillum seropedicae

O género Herbaspirillum pertence ao filo Proteobacteria, classe
Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Oxalobacteraceae. O género
possui 11 espécies: H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense, H.
lusitanum, H. huttiense, H. hiltneri, H. autotroficum, H. rhizosphaerae, H. aquaticum,
H. chlorophenolicum e H. massiliense. As espécies H. soli, H. canariensis, H.
aurantiacum e H. psychotolerans foram reclassificadas como Noviherbaspirillum (Lin
et al., 2013).

A H. seropedicae € uma bactéria gram-negativa do grupo das
endobatérias diazotroéficas, isoladas principalmente do milho e do arroz, mas com
potencial de interagdo com um grande numero de plantas, principalmente por ndo
competirem com elas por nutrientes e por transferirem de forma mais eficiente os
compostos nitrogenados (Neves et al., 1985; Baldani et al., 1986; Dobereiner, 1995).
A associacdo com um hospedeiro € essencial para a sobrevivéncia da bactéria,
sendo considerado endofitica obrigatéria, ja, que sua sobrevivéncia no solo sem a
presenca de um hospedeiro € muito baixa (Baldani et al., 1987),

Além da fixacdo de nitrogénio, a H. seropedicae produz fitorménios, como
o0 &cido indo-3acético (AlA) e a auxina, que melhoram o desenvolvimento da planta e

aos microrganismos patogénicos pela ativacdo do sistema imunolégico
inato do vegetal (Bastian et al., 1998; Pedrosa et al., 2011; Yasuda et al., 2009).

O potencial da H. seropedicae em melhorar o desempenho do vegetal, faz
aumentar o interesse de cientistas, ambientalistas e agrobnomos nas propriedades
destas bactérias, seja pelo caracter ecoldgico ou biotecnolégico (Baldani et al., 2002;
Elbeltagy et al., 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal e local de execugéo

As sementes de arroz (Oryza sativa) foram gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Sementes da UENF. As sementes foram desinfestadas com alcool
70% por 03 minutos e com hipoclorito a 2% por 05 minutos. Em seguida, foram
lavadas com agua destilada e postas para germinar em vasos com areia lavada e
esterilizada por dois ciclos em autoclave a temperatura de 120°C por uma hora.
Posteriormente, as bandejas foram levadas a camara de crescimento para germinar.

Os experimentos foram realizados em condicfes de casa-de-vegetacao e
laboratério do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada no Municipio de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro (21°44"47” S e 41°18%24” W e 10 m de altitude).

4.2 Preparo do substrato, germinacao das sementes e plantio

O substrato para o plantio das mudas foi preparado com areia e latossolo
vermelho-amarelo distrofico do horizonte C, na proporcédo de 2:1 (areia:solo). A areia
foi esterilizada conforme descrito acima e o substrato final acondicionado em vasos
de polietileno pretos com capacidade de 1 L.

Durante o periodo da germinacao (15 dias) monitorou-se a umidade do
substrato, irrigando periodicamente. ApOGs a germinagdo, as plantulas foram
selecionadas por numero de folhas e tamanho, e transferidas para vasos contendo o
substrato preparado. Semanalmente, adicionou-se 50 mL de solugdo nutritiva de
Clark (Clark, 1975) modificada, ¥4 da forca, e o pH ajustado para 5,5.

4.3 Material bioldgico e inoculagdo
A estirpe da bactéria endofitica Herbaspirillum seropedicae HRC 54,
utilizada neste trabalho foi obtida da cole¢cdo do Laboratorio de Biologia Celular e

Tecidual da UENF, cedida gentilmente pelo Dr. Fabio Lopes Olivares.
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A bactéria H. seropedicae foi inoculada no plantio e apés 30 dias efetuou-
se um re-inoculacéo das plantas de Oryza sativa seguindo o protocolo de inoculacéo
descrito por Baldotto et al., (2011).

4.4 Isolamento de membrana

A preparacao da fragcdo microssomal de raizes de arroz foram realizadas
por centrifugacao diferencial, como descrito por De Michelis e Spanswich (1986),
modificado por (Faganha e de Meis, 1995; Ramos, 2008). As amostras de tecidos
frescos de raizes (10g) foram homogeneizadas usando grau e pistilo em 20 mL de
meio de extracdo gelado contendo 250mM de sacarose, 10 % de glicerol (m:v), 0,5
% de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 mM de EDTA (&cido etileno diamino
tetracético) 0,2 % de BSA (Albumina Sérica Bovina) (m:v) e 0,1 M de tamp&o Tris
[tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As solucbes estoque utilizadas na
preparacdo foram mantidas em geladeira. Imediatamente antes do uso foram
adicionados 150 mM de KCI, 2 mM de DTT (ditiotreitol) e 1 mM de PMSF (fluoreto de
metilfenilsulfonil). A manipulacdo das raizes até a obtencdo do homogenato, bem
como as centrifugacdes, tiveram a temperatura controlada a fim de que néo
excedesse 4°C. ApOs a maceracao, 0 homogenato resultante foi filtrado e submetido
a centrifugacdo a 1500xg durante 15 minutos para a remocdo de células nao
rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova
centrifugag&o a 10000xg por 15 minutos, para o isolamento das mitocondrias. Estas
organelas foram separadas e descartadas a fim de ndo interferiream nos
experimentos futuros. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugacéo, agora a
100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa nova centrifugacdo, denominado
fracdo microssomal, foi ressolubilizado em 1 mL de solu¢cdo tampao (meio de
ressuspensao: glicerol 15 % (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 10 mM de Tris-HCI pH
7,6, EGTA 1 mM) e imediatamente congelados. A dosagem de proteina contida na

preparacao foi dosada pelo método descrito por Bradford (1976).

4.5 Hidrolise do ATP

Para mensurar a atividade da ATPase utilizou-se o método da liberacao
de Pi, durante a hidrolise do ATP ou Ppi, por calorimetria, método de Fiske e
Subbarrow (1925). O meio de reacéo consiste de: MOPS-Tris pH 6,5, pra P-H+-

21



ATPase e pH 7,0 para V-H*-ATPase 50 mM; MgCI2 5 mM, KCI 100 mM, ATP 1
mM.L' e 0,03 mg.mL/L de proteina microssomal. Para atividade pirofosfatasica
procedera somente substituicdo do tampao que passou a ser MOPS-Tris pH 7,0 e 0
substrato PPi 0,1 mM. Em todos os experimentos, a atividade hidrolitica da H* -
ATPase foi medida a 35 °C, com ou sem o inibidor das respectivas proteinas, e a
diferengca entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo P, V ou
Pirofosfatase.

4.6 Indicadores de Crescimento Vegetal

Apoés 120 dias da inoculacdo da germinacao foram determinados, a altura
das plantas, o didmetro da base do caule e 0 peso da massa seca da parte aérea.
Para a obtencdo da altura, foi medido, por meio de uma régua milimétrica, a base da
planta até o apice da folha mais ereta. O didmetro do caule foi verificado na base do
caule, proximo ao substrato, com o auxilio de um paquimetro. J4, no peso da massa
seca, a parte aérea, separada da raiz, foi lavada por duas vezes, primeiro em agua
corrente e depois em agua deionizada e colocadas para secar em estufa de
ventilagdo forcada a 70°C. ApOs 72 horas foram pesadas para obtencdo das

medidas de massa seca.

4.7 Avaliacao Nutricional

Apés a determinacdo da massa da matéria seca, toda a parte aérea das
plantas foi macerada em almofariz e acondicionadas em recipiente plastico para
andlise quimica. Os teores dos macronutrientes, foram verificados de acordo com
Sarruge e Haag (1974). O N foi determinado ap6s digestdo sulfurica conforme
Kjeldahl, utilizando-se um destilador e posterior titulacdo das amostras seguindo a
marcha analitica descrita por Martins e Reissmann (2007). Apos a digestéo via seca,
em mufla a 500 °C e solubilizacdo em HCI 3M (Martins e Reissmann, 2007) os
minerais foram identificados sendo: o P determinado por colorimetria com vanadato-
molibidato de amoénio, o K por fotometria de chama e Ca, Mg, S foram entéo

determinados por espectrofotometria de absorcao atémica.
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4.8 Analise Estatistica

O experimento foi realizado em um delineamento experimental
inteiramente casualizado constando de dois tratamentos (Controle n&o inoculado e
inoculado com H. seropedicae) com 4 repeticdes. Os dados de todas as analises
foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA), e a diferenca entre os
tratamentos foi aferida através do Teste t de Student a um nivel de 5% de

probabilidade
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros de crescimento
A interacdo O. sativa e a bactéria diazotrofica endofitica H. seropedicae
influenciou significativamente a média das alturas das plantas. Aos 120 dias, plantas
inoculadas com a H. seropedicae apresentaram um incremento médio na altura de
36% quando comparado as plantas controles (Figura 1).
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Figura 1. Altura das plantas de Oryza sativa aos 120 dias apés a inoculacdo com a
bactéria diazotrofica endofitica H. seropedicae HRC54. * Diferenca significativa pelo
Teste t - Student a 5% de probabilidade.

A matéria seca da parte aérea e o0 diametro do caule apresentaram um
comportamento semelhante aos obtidos na altura, ou seja, um incremento de 40 e
65%, respectivamente, em plantas inoculadas com H. seropedicae HRC 54 (Figura
2, 3).

Estes resultados corroboram com o0s encontrados por outros autores
(Baldani et al., 2000; Gyaneshwar et al, 2002; James et al, 2002,
Muthukumarasamy et al.,, 2006) e especula-se que seja devido ao efeito
bioestimulante do enddfito pela produgdo de compostos como o &cido indol-acético
(AlA) (Radwan et al., 2004).
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Figura 2. Diametro do caule de plantas de O. sativa ap6s 120 dias de inoculadas
com a estirpe de H. seropedicae e o controle. * Diferenca significativa pelo Teste t -
Student a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Peso da matéria seca da parte aérea de plantas de O. sativa aos 120 dias
apos a inoculacdo com a bactéria diazotréfica endofitica H. seropedicae HRC54. *
Diferenca significativa pelo Teste t - Student a 5% de probabilidade.

O aumento na producdo do AIA também foi sugerido por Duangpaeng
et al. (2012) e Souza et al. (2013) como relagdo crescimento de gramineas
inoculadas com a bactéria. Tais autores confirmam o0 que o0 incremento nos

parametros de crescimento de plantas de arroz inoculadas com a bactéria H.
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seropedicae se deve a maior fixacdo de nitrogénio e producdo de compostos
inddlicos e sideroforos translocados as hospedeiras.

Estes resultados corroboram com os encontrados por outros autores
(Baldani et al., 2000; Gyaneshwar et al, 2002; James et al, 2002
Muthukumarasamy et al.,, 2006) e especula-se que seja devido ao efeito
bioestimulante do enddfito pela produgdo de compostos como o &cido indol-acético
(AIA) (Radwan et al., 2004). O aumento na producdo do AIA também foi sugerido
por Duangpaeng et al., (2012) e Souza et al., (2013) como relagédo crescimento de
gramineas inoculadas com a bactéria. Tais autores confirmam o que o incremento
nos parametros de crescimento de plantas de arroz inoculadas com a bactéria H.
seropedicae se deve a maior fixacdo de nitrogénio e producdo de compostos
inddlicos e sideroforos translocados as hospedeiras.

Alguns estudos comprovaram que aplicacdo de H. seropedicae em arroz
aumenta a producgéo, o peso e rendimento dos graos (Schmid et al., 2006; Ferreira
et al., 2013). Ferreira et al. (2013) testaram estirpes de Herbaspirillum em tratamento
com arroz irrigado na forma turfosa e observaram um ganho significativo de massa
seca quando comparado ao arroz ndo inoculado. Os ganhos da producédo de gréos
nas plantas inoculadas com Herbaspirillum sp. foram semelhantes aquelas
submetidas a adubacao nitrogenada.

Sabino (2007) estudando a inoculacdo de bactérias do género
Herbaspirilum em gramineas encontrou que todos os tratamentos inoculados
apresentaram acumulo de biomassa seca superior ao controle nao inoculado.
Similarmente, mais de 60% dos experimentos realizados por Guimaraes et al.,
(2007), com a inoculacdo de bactérias diazotréficas em gramineas, apresentaram
incrementos significativos no peso da massa seca das plantas. Sharma et al. (2014)
testando o crescimento de mudas de arroz inoculados com diversas espécies de
BPCVs, também observaram maior massa seca da parte aérea da planta em relacéo

ao controle.

5.2 Bombas de proétons

A resposta da atividade enzimatica da H*-ATPase da membrana
plasmatica isoladas raizes de O. sativa inoculadas ou ndo com a bactéria H.
seropedicae néo foi significativa quando comparada ao controle (Figura 4A). Por

outro lado, a atividade da H*-ATPase da membrana vacuolar apresentou uma
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ativacdo de 90% quando comprado ao controle (Figura 4B). Uma resposta similar a
da H*-ATPase do tipo V foi observado na atividade da H*-PPase vacuolar (Figura
4C).

A H*-ATPase de membrana plasmatica é a principal bomba de prétons
responsavel pelo transporte de ions e moléculas para o interior da célula através de
um gradiente eletroquimico transmembrana. Esta fungéo, além de estar relacionada
ao crescimento da planta, aumenta a tolerancia do vegetal a estresses ambientais.
Contudo, a atividade da bomba ndo é constante e pode ser desativada por sinais

externos como intensidade luminosa, hormonios da planta (Sze et al., 1999).

H*-ATPase tipo P A

A.E. umol Pi mg-! min-1
o P N W N OO N
—

Controle H. seropedicae

H*-ATPase tipo V B

*kk

A.E. pmol Pimg-! min-t
o [l N w B
-*

.
Controle H. seropedicae
H*-PPase c
T 16
Ea
(o))
212
a 10
©
g- 8
. 6
w
< 4
2
0 —

Controle H. seropedicae

Figura 4. Atividade enziméatica especifica (A.E.) das Bombas de Protons. Atividade
hidrolitica da H*- ATPase de membrana plasmatica (A) e vacuolar (B), e da H*-
Pirofosfatase vacuolar (C) foram mensuradas colorimentricamente pela liberagéo de
Pi na fracdo microssomal de raizes de Oryza sativa, aos 120 dias apoés a inoculagao
com a bactéria endofitica Herbaspirillum seropedicae HRC54. *Diferenca significativa
pelo Teste t - Student a 0,1% de probabilidade.
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H*-ATPase vacuolar e a H*-PPase bombeiam prétons para o interior do
vacuolo, gerando uma forca proton-motora através da membrana do tonoplasto
gerando uma diferenca de potencial eletroquimico que permite o transporte de
solutos importantes para o metabolismo da planta, como os macronutrientes Caz*,
Mg2*" e K* (Ramos et al., 2011).

Este resultado explica, em parte, a maior concentracdo dos
macronutrientes, Ca?*, Mg?* e K* nas plantas com a estirpe da H. seropedicae
(Figuras 5C, 5D e 5E). Ademais, a H*-PPase auxilia no transporte de fitohormonios e
€ ativada sob condi¢cdes de estresse, assim contribuindo para o crescimento do
vegetal (LI et al., 2005; Gaxiola et al., 2007).

5.3 Acumulacédo de nutrientes na parte aérea

Todos o0s macronutrientes analisados apresentaram incrementos
significativos na parte aérea de plantas inoculadas com Herbaspirillum seropedicae
HRC54 (Figura 5).

Quando comparado ao tratamento ndo inoculado, plantas inoculadas com
Herbaspirillum seropedicae HRC54 apresentaram um incremento de 120 % no
contetdo de nitrogénio (Figura 5A). Plantas de O. sativa inoculadas com H.
seropedicae apresentaram um acréscimo médio de 350% de P, uma concentracao
de 1,8 mg planta  contra 0,4 mg planta- do controle (Figura 5B). O contetdo de
potassio (K) em plantas inoculadas foi 440% superior ao controle (Figura 5C),
engquanto de Calcio (Ca) foi 150% (Figura 5D), magnésio (Mg) de 96% (Figura 5E) e
Enxofre (S) de 300% (Figura 5F).

O nitrogénio é o principal nutriente responsavel pelo crescimento vegetal
na maioria das plantas cultivadas. Ele pode ser fornecido por fontes industriais ou
pela fixacdo biol6gica. Bactérias promotoras do crescimento do género
Herbaspirillum, possuem a enzima hidrogenase, capaz de converter o azoto
atmosférico amoniaco em compostos organicos que, ap0s convertido em ureideos
sdo rapidamente transportados e metabolizados pelo vegetal, promovendo seu

crescimento (Rusmanaa et al., 2015).
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Figura 5. Contetdo de macronutrientes na parte aérea de plantas de O. sativa aos
120 dias apds a inoculacdo com a bactéria diazotréfica endofitica H. seropedicae
HRC54. ** Diferenca significativa pelo Teste t - Student a 1% de probabilidade e ***
a 0.1%.

De fato, Roncato-Maccari, et al. (2003) observaram que as plantas da
familia das gramineas, quando inoculadas com estirpes de H. seropedicae
apresentam a expressao do gene nif nas nos tecidos. A expressao dos genes nif nas
bactérias diazotréficas determina o sucesso da fixacdo biolégica em gramineas
como o arroz (Prakamhanga et al., 2009).

Bactérias endofiticas diazotrofias se diferenciam das demais BPCVs, pelo
fato de em condic¢des de escassez de nutrientes ndo competirem com as plantas por
nutrientes (Prakamhanga et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

A interacdo da bactéria endofitica diazotrofica Herbaspirillum seropedicae com
plantas de Oryza sativa ativou a atividade enzimatica das H*-ATPase da

membrana plasmética e do vacuolo;

A maior atividade das H*-PPases nas plantas inoculadas correlacionou com a

maior assimilacdo de macronutrientes;
Ecologicamente, a interacdo Oryza sativa-Herbaspirillum seropedicae é positiva e

o enddfito induz alteracdes significativas no hospedeiro proporcionado um maior

crescimento e absorcdo de nutrientes via ativacdo das bombas de protons.
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