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RESUMO

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV) sdo um
grupo de micro-organismos benéficos as plantas devido a sua capacidade
de estimular o crescimento vegetal através de varios processos. Uma das
mais importantes e estudadas RPCV é a Azospirillum brasilense, uma
diazotrofica associada com importantes culturas tais como milho e trigo,
a qual possui ampla distribuicdo geografica e tem sido usada como
organismo modelo para investigar a promocdo do crescimento vegetal
associativo. Varios mecanismos estdo envolvidos na promocdo do
crescimento vegetal por A. brasilense, entre eles: capacidade de fixacéo
bioldgica de nitrogénio e & producdo de fitorménios, os quais levam a
formacdo de raizes laterais e, consequentemente, a melhor adsorcédo de
agua e minerais e, a maior tolerancia a estresses, promovendo efeitos
positivos sobre os mecanismos de defesa. Neste trabalho foram avaliados
pardmetros de crescimento de duas variedades de milho Dekalb 240
(DKB240) e Pioneer 30F53 (P30F53), crescimento bacteriano nas raizes
e perfil de proteinas em uma variedade (P30F53) quando as plantulas
foram crescidas in vitro. Realizou-se a detec¢do e quantificacdo por PCR
em tempo real de A. brasilense em plantulas de duas variedades de milho.
Os iniciadores foram desenhados e sua especificidade foi verificada
usando DNA de 12 diferentes espécies de bactérias. Os resultados dos
experimentos de gPCR apresentaram valores dentro da variacdo aceitavel
para qPCR, eficiéncia média de 95% e coeficiente de correlagéo de 0,98,
indicando que o gene nifA é adequado para a analise quantitativa do
genoma alvo bacteriano. O nimero de copias de DNA bacteriano por
grama de massa fresca de raiz aumentou de 3,3 x 10¢ (1 DAI) para 5,3 x
10° (10 DAI) quando raizes inoculadas de milho da variedade DKB240
foram analisadas e, da mesma maneira, variando de 6 x 10® (1 DAI) para
6,8 x 10° (10 DAI) na variedade P30F53 quando cultivadas in vitro. Os
iniciadores desenvolvidos visando nifA serdo Uteis para monitorar
Azospirillum brasilense FP2 em culturas no sistema solo-planta.
Comparando-se plantulas da variedade P30F53, controle e inoculadas
com A. brasilense FP2, foram encontradas diferencas significativas 7 dias
apos a inoculagdo (DAI) em 7 dos 8 parametros avaliados (massa fresca
e tamanho da folha, massa fresca e tamanho da raiz principal, nimero de
raizes laterais, massa fresca e nimero de raizes adventicias e massa fresca
total das raizes). A observagdo de raizes através da microscopia eletronica
de varredura (MEV) mostrou que A. brasilense FP2 se liga a superficie
radicular, tanto na regido do &pice quanto do terco médio, e podem ser
encontradas como células simples ou agregadas. A andlise do perfil de



proteinas, obtido através da técnica de eletroforese bidimensional (2DE),
revelou 46 spots diferencialmente acumulados em raizes de milho da
variedade Pioneer 30F53 inoculadas com A. brasilense FP2. Os spots
foram analisados por espectrometria de massa e trés proteinas
apresentaram homologia com proteinas hipotéticas de milho e arroz.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, interacdo planta-bactéria;
milho, inoculante, protedmica, eletroforese bidimensional, nifA



ABSTRACT

The plant growth promoting bacteria (PGPB) are a group of microbes
beneficial to plants due to its ability to stimulate plant growth by various
processes. One of the most important and studied PGPB Azospirillum
brasilense is a diazotrophic associated with major crops such as corn and
wheat, which widely spread and has been used as a model organism to
investigate the associative plant growth promotion. Several mechanisms
are involved in the promotion of plant growth by A. brasilense, including:
the ability of biological nitrogen fixation and production of
phytohormones, which leads to the formation of lateral roots and thus the
better absorption of water and minerals, greater tolerance to stress, have
positive effects on the mechanisms of defense. In this work, the growth
parameters of two varieties of corn Dekalb 240 (DKB240) and Pioneer
30F53 (P30F53), bacterial growth in roots and protein profile in a variety
(P30F53) when seedlings were grown in vitro were evaluated. We carried
out the detection and quantification by real time PCR A. brasilense
seedlings in the two varieties of corn. Primers were designed and their
specificity was verified using DNA from 12 different bacterial species.
gPCR efficiency and correlation coefficient presented values within the
acceptable range for gPCR, average efficiency of 95% and a correlation
coefficient of 0.98, indicating that the nifA gene is suitable for the
guantitative analysis of target bacterial genome. Bacterial DNA copy
number per gram of fresh root increased from 3.3 x 106 (one DAI) to 5.3
x 10° (ten DAI) when inoculated maize roots of DKB 240 variety were
analyzed and, in the same way, it ranged from 6 x 10¢ (one DAI) to 6.8 x
10° (ten DAI) in P30F53 variety when cultured in vitro. The primers
developed targeting nifA gene will be useful for monitoring Azospirillum
brasilense growth in crops. Comparing control seedlings (variety Pioneer
30F53) inoculated with A. brasilense FP2, significant differences were
observed 7 days after inoculation (DAI) in 7 out to 8 evaluated parameters
(fresh weight and leaf size, fresh weight and size of the main root, lateral
root number, fresh weight and number of adventitious roots and total fresh
weight of roots). The observation of roots by scanning electron
microscopy (SEM) showed that A. brasilense FP2 binds to the root
surface, both in the region of the apex and the middle third, and may be
found as single cells or aggregated. Analysis of the protein profile
obtained using the technique of two-dimensional electrophoresis (2DE)
revealed 46 proteins differentially accumulated in roots of maize (variety
Pioneer 30F53) inoculated with A. brasilense FP2. The spots were



analyzed by mass spectrometry and three proteins presented homology
with hypothetic proteins from corn and rice.

Keywords: Azospirillum brasilense; plant-bacteria interaction, maize,
gPCR, inoculant, proteomics, two-dimensional electrophoresis, nifA
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INTRODUCAO

Os beneficios da utilizacdo de fertilizantes quimicos, tais como
fosfato e nitrogénio inorgénico sdo conhecidos hé quase 200 anos, porém,
0 potencial maximo de crescimento e rendimento esperado das culturas
raramente é obtido, principalmente devido a mistura inadequada ou taxas
inefetivas de mobiliza¢do dos nutrientes necessarios ao crescimento das
plantas. Um dos motivos para ndo se alcancar consistentemente altos
rendimentos pode ser a disponibilizacdo variavel de nutrientes do solo por
micro-organismos, porém, esses processos sdo dificilmente estudados
devido a sua complexidade (KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKES,
2004).

Além disso, a intensa utilizacdo de fertilizantes quimicos,
principalmente, os nitrogenados traz graves consequéncias tanto a salde
humana quanto ao ambiente. Em relacdo ao ambiente, o0 uso desses
compostos pode causar a eutrofizacdo de rios e de areas costeiras; reducao
da biodiversidade, mudanca na composicdo das espécies terrestres e dos
ecossistemas aquéticos, poluicdo de reservatorios de agua subterrdneos
com nitrito e nitrato e aumento de gases do efeito estufa, resultando na
poluicdo da troposfera e acidificacdo do solo e da 4gua doce. Até 2050, a
necessidade de se produzir alimentos podera gerar um grande impacto
ambiental, tornando-se a principal fonte de mudangas ambientais globais
provocadas pela acdo humana. Assim, os impactos da agricultura
dependerdo do manejo da area cultivada nesse periodo (TILMAN et al.,
2001).

Esses problemas e as crescentes preocupacdes em relacdo ao uso
de fertilizantes inorganicos, irrigagao, herbicidas e pesticidas tém levado
a busca de estratégias alternativas de combate a limitacdo de nutrientes
do solo e niveis de agua e ao efeito de ervas daninhas e de pragas nas
culturas. A maior utilizacdo de micro-organismos em sistemas agricolas
poderia permitir a redugdo do uso de fertilizantes inorganicos, agua,
herbicidas e pesticidas (ANDREWS; HODGE; RAVEN, 2010).

Segundo Mehnaz et al. (2010), as bactérias sdo organismos com
um enorme potencial para beneficiar sistemas agricolas e ambientais, pois
desenvolvem complexas interagdes com plantas. Essas interacGes podem
ser benéficas, promovendo o crescimento e o aumento da producédo
agricola; deletérias, causando doengas na planta ou neutras
(DOBBELAERE, S; VANDERLEYDEN; OKON, 2003). Tais interac@es
podem beneficiar o crescimento e o desenvolvimento vegetal; alterar a
dindmica de nutrientes e a susceptibilidade da planta & doencgas e a
estresses abioticos (MORGAN; BENDING; WHITE, 2005).
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As interacfes benéficas ou positivas podem ocorrer através da
sintese de compostos, do aumento na disponibilidade de nutrientes, da
promocgdo do crescimento por influéncia do balanco hormonal e da
tolerdncia ao estresse, entre outras (ANDREWS et al., 2010), com
consequente aumento na producdo de biomassa de raizes e folhas
(ALONI et al., 2006; PEDRAZA et al., 2009).

Atualmente, vérias espécies de bactérias diazotroficas estdo sendo
estudadas devido a sua capacidade de estabelecer associagdes endofiticas
promovendo o crescimento de cereais e de gramineas de grande interesse
econdmico, tais como, milho, trigo, arroz, cana-de-aguicar (CHUBATSU
et al., 2012; PEDROSA et al., 2011; REINHOLD-HUREK; HUREK,
2011) e a fixacao bioldgica do nitrogénio.

Ha quase 40 anos, as bactérias do género Azospirillum tém se
destacado na promogdo do crescimento vegetal e no aumento de
rendimento de culturas (OKON, Y.; LABANDERA-GONZALEZ,
1994). Diversos estudos tém relatado a acao de Azospirillum sp. na sintese
de fitormonios (MONTANEZ et al., 2012), crescimento das raizes
(MASCIARELLI et al., 2013) e na fixacdo biolégica do nitrogénio
(BALDANI, J.; BALDANI, 2005; BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004).

O nitrogénio é um importante nutriente vegetal, pois esta
envolvido na sintese de moléculas essenciais ao metabolismo da planta,
como os acidos nucléicos e as proteinas, e que estdo envolvidas no
desenvolvimento e na produtividade (OKUMURA et al., 2011).

No entanto, 98% do nitrogénio do solo esta disponivel na forma
organica, ou seja, em uma forma néo disponivel as plantas, dependendo
de micro-organismos presentes no solo para a conversao do nitrogénio em
suas formas minerais e apenas 2% do nitrogénio presente no solo esta
disponivel nas formas inorganicas de aménio (NH4") e/ou nitrato (NO3)),
prontamente disponiveis, a partir da mineralizacdo através da hidrdlise
enzimtica produzida pela atividade de micro-organismos no solo
(BALDE et al., 2011; RESTOVICH; ANDRIULO; PORTELA, 2012),
pela aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (CIAMPITTI; VYN, 2012) e
pela fixagao bioldgica do nitrogénio da atmosfera (BASHAN et al., 2004;
SANT'ANNA et al., 2011).

Por este motivo, hd mais de 10 anos, praticas de cultivo utilizando
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV) capazes de
promover a fixacdo do nitrogénio atmosférico N2, tém sido apresentadas
como uma alternativa natural ao fornecimento de nitrogénio
(DOBBELAERE, S. et al., 2002). No entanto, para que ocorra essa
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associacdo, é necessaria uma relacdo intima entre as RPCV e a planta
hospedeira (VERMA et al., 2010).

Porém, o gendtipo da planta, as condi¢Ges de cultivo e a populagéo
bacteriana sdo fatores importantes a serem considerados na interacao
planta-bactéria, podendo influenciar diretamente no efeito da interacéo
em relacdo ao crescimento vegetal (MONTEIRO et al., 2012). Desta
forma, 0 emprego de abordagens mais amplas, como a analise proteémica,
permite aos pesquisadores investigar mais detalhadamente a resposta de
plantas e bactérias envolvidas neste tipo de interacdo (CHENG;
MCCONKEY; GLICK, 2010).

Diversos estudos de analise protebmica tem sido realizados para
investigar a interacdo entre RPCV e plantas de interesse econdmico tais,
como trigo (IRAR et al., 2010), feijdo (GOMES et al., 2012), pepino (L1,
J. etal.,, 2013), tremoco (ALVES et al., 2011), arroz (XU et al., 2013),
cana-de-agucar (DOS SANTOS et al., 2010) e milho (CANGAHUALA-
INOCENTE et al., 2013).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacdo planta-
bactéria é de suma importancia para o desenvolvimentos de inoculantes
capazes de promover aumento no rendimento das culturas e, ainda,
permitir a redugdo do uso de fertilizantes nitrogenados. Considerando
gue, em menos de 40 anos, a necessidade de aumento na producéo de
grdos, entre eles o milho, podera se tornar a principal causa de impactos
ambientais promovidos pelo homem, é de suma importancia investigar
como o milho responde & inoculagdo com RPCV. Assim, o emprego da
andlise protedbmica no estudo de proteinas envolvidas na interacdo milho-
RPCV, permitird um melhor entendimento desta interacéo.

Esta tese é apresentada em forma de capitulos, sendo no capitulo 1
apresentado, em forma de artigo, o desenvolvimento de um ensaio de
deteccdo e quantificacdo por PCR em tempo real visando o gene nifA da
bactéria promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense
linhagem FP2 em raizes de milho.

No capitulo 2 é apresentado, em forma de artigo, um estudo sobre
analise protedbmica de raizes de milho da variedade P30F53 inoculadas
com A. brasilense linhagem FP2.

Por fim, sdo feitas as consideracdes finais sobre os resultados
obtidos neste trabalho.

Os objetivos desta tese foram desenvolver um ensaio qPCR para
monitorar a presenca de A. brasilense em plantas e realizar a andlise
protedmica da interacdo Zea mays-Azospirillum brasilense.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (RPCV)

As RPCV séo capazes de colonizar o sistema radicular e promover
0 crescimento vegetal através de diversos mecanismos, tais como a
producdo ou degradacao de fitorménios, a fixacdo bioldgica do nitrogénio
e, ainda, quando diminuem ou previnem o efeito deletério de patdgenos
vegetais, 0s quais podem diminuir ou bloquear processos metabdlicos.
(DODD et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; VERMA et al., 2010).

No Brasil, as pesquisas sobre a fixacéo bioldgica do nitrogénio em
gramineas, iniciaram-se com Johanna Ddbereiner em 1953, com o estudo
sobre a ocorréncia de Azotobacter em solos &cidos da Baixada
Fluminense. Em 1958 e 1963, respectivamente, foram descritas duas
novas espécies de bactérias associadas com a rizosfera de gramineas:
Beijerinckia  fluminensis em cana-de-aglicar (DOBEREINER,
JOHANNA; RUSCHEL, 1958) e Azotobacter paspali em Paspalum
notatum cv. batatais (DOBEREINER, J., 1966).

Nos anos 70, a introducdo do método de reducédo do acetileno e o
desenvolvimento do meio s6lido NFb permitiram grandes avancos nos
estudos da FBN. Este meio permitiu o isolamento das espécies
Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense, iniciando os estudos da
FBN em gramineas no Brasil e no mundo. A pesquisa concentrou-se em
varias areas da interagdo entre as plantas e bactérias, incluindo os prdprios
micro-organismos (BALDANI, J.; BALDANI, 2005). A partir desses
estudos iniciais, surgiram varias linhas de pesquisa com foco na aplicacao
agricola, tais como efeitos hormonais, assimilacéo e fixacéo bioldgica de
nitrogénio (BODDEY, R. M.; DOBEREINER, 1982).

As pesquisas sobre a colonizacdo de tecidos vegetais por
diazotroficos recebeu muita atencdo entre os anos de 1985 a 1990 e,
durante esse periodo, varios aspectos da interagdo planta-bactéria
comegaram a ser compreendidos (BALDANI, J.; BALDANI, 2005).
Duas novas espécies de RPCV capazes de colonizar o interior de tecidos
vegetais de plantas de milho, sorgo e arroz, foram isoladas:
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI, J. I. et al, 1986) e
Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE; DOBEREINER,
1988).

A partir da introducdo do conceito de endofito por Ddbereiner
(1992), surge uma nova area em relacéo aos estudos de fixacao bioldgica
de nitrogénio devido aos grandes avangos tanto na compreensdo da
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fisiologia, ecologia e genética, quanto na interacdo planta-bactéria
(BALDANI, J. et al., 1997).

A espécie Spirillum lipoferum foi descoberta no Brasil como
bactéria diazotrofica associada a rizosfera e as raizes de varias gramineas
(DOBEREINER, J.; DAY, 1975). Tarrand et al. (1978), baseados em
estudo de homologia DNA:DNA, reclassificaram as bactérias da espécie
Spirillum lipoferum em duas espécies de RPCV, a Azospirillum brasilense
e a Azospirillum lipoferum. O género Azospirillum tem sido estudado com
a finalidade de se verificar a resposta da planta a inoculagdo em relagéo
ao aumento do crescimento e acimulo de nitrogénio associados com a
atividade da nitrogenase, conforme demonstrado por ensaios de reducéo
do acetileno (OKON, Y.; LABANDERA-GONZALEZ, 1994,
SUMNER, 1990).

Segundo Schloter e Hartmann (1998), diazotroficos endofiticos,
tais como, Gluconacetobacter diazotrophicus, Azoarcus spp.,
Herbaspirillum spp. e algumas linhagens de A. brasilense, tendem a
colonizar o cortex da raiz, podendo penetrar na endoderme para colonizar
o estelo, a partir do qual podem ser, subsequentemente, transportados para
a parte aérea das plantas.

Roncato-Maccari et al. (2003), estudaram a interacdo entre plantas
de milho, sorgo, trigo e arroz com a linhagem LR15 de H. seropedicae, a
gual é um mutante Nif+ (Pnif::gusA) obtido pela insercdo de um cassete
gusA-canamicina dentro do gene nifH da linhagem selvagem de H.
seropedicae. Analises histoquimicas das plantas mostraram que a
linhagem LR15 colonizou a superficie das raizes e tecidos internos, como,
por exemplo, os espacos intercelulares do cortex da raiz, e expressou 0s
genes nif em raizes e parte aérea de milho, sorgo, trigo e arroz, sugerindo
gue os tecidos de gramineas fornecem ambientes adequados para permitir
a proliferacdo bacteriana e a expressdo dos genes nif de H. seropedicae.
A expressao desses genes também foi observada em col6nias de bactérias
localizadas no material mucilaginoso externo da raiz, mostrando que a
colonizacdo dos tecidos vegetais ndo depende da habilidade em fixar
nitrogénio, pois um numero semelhante de células foi isolado de raizes e
caules das plantas inoculadas com linhagens Nif* ou Nif.

Segundo Dodd et al. (2010), melhorar a eficiéncia do uso dos
recursos das principais culturas do mundo é o ponto chave para distribuir
um suprimento alimentar seguro & uma populacdo mundial em
crescimento e, portanto, uma atencdo maior deveria focar em certos
géneros de bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico e que
desempenham um papel relativamente importante na aquisicdo de
nutrientes relativamente imoéveis, tais como o fosforo.
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As RPCV, além de atuarem na fixacdo bioldgica do nitrogénio,
estdo envolvidas em outros importantes processos fisioldgicos vegetais,
como a producao de horménios (DODD et al., 2010; MONTANEZ et al.,
2012; SAHARAN; NEHRA, 2011) e mecanismos de resposta a
patégenos (MOREIRA et al., 2010; SAHARAN; NEHRA, 2011;
VESSEY, 2003).

O Género Azospirillum

As bactérias do género Azospirillum sio a-proteobactérias, Gram-
negativas e de vida livre, conhecidas como rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal hd muitos anos, tendo sido isoladas da rizosfera de
gramineas e cereais em varias regides do mundo, desde clima tropical até
temperado (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

O género Azospirillum foi reclassificado por Tarrand et al. (1978)
e, atualmente, possui 17 espécies: A. brasilense, A. lipoferum, A.
amazonense, A. irakense, A. halopraeferens, A. largimobile, A.
doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum,
A. picis e A. thiophilum, A. formosense, A. humicireducens e A.
fermentarium.

As bactérias do género Azospirillum sdo capazes de se associar a
varias espécies de plantas. Por exemplo, A. irakense ocorre em arroz
(KHAMMAS et al., 1989); A. halopraeferans ocorre apenas em ‘“Kallar
Grass”, uma graminea nativa do Paquistdo (REINHOLD et al., 1987); A.
lipoferum ocorre preferencialmente no cértex de milho e A. brasilense em
trigo, arroz (BALDANI, J.; BALDANI, 2005) e milho (ROESCH et al.,
2007).

Segundo Bashan et al. (2004), algumas linhagens de A. lipoferum
e de A. brasilense sdo capazes de colonizar o interior da raizes de trigo,
enguanto outras ndo apresentam essa capacidade, colonizando,
principalmente, a zona de elongacéo e pelos radiculares (BODDEY, R.;
DOBEREINER, 1995, DOBEREINER, J.; BALDANI; BALDANI,
1995; PATRIQUIN; DOBEREINER, 1978). Baldani et al. (1997)
denominaram endofiticas facultativas a essas bactérias capazes de infectar
e colonizar o interior das plantas e com capacidade de sobreviver no solo.

A fixacdo de nitrogénio foi a proposta inicial sobre 0 mecanismo
pelo qual o Azospirillum promovia o crescimento vegetal. Os trabalhos
atuais tém focado no ciclo do nitrogénio dentro da célula, a partir dos
genes envolvidos. Segundo Steenhoudt e Vanderleyden (2000), a
capacidade do Azospirillum em converter nitrogénio atmosférico em
amonio, em condi¢des microaerdbicas, sob baixos niveis de nitrogénio, é
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decorrente da acdo do complexo nitrogenase. Esse complexo € constituido
por dois componentes: a proteina dinitrogenase (proteina MoFe, NifDK),
a qual contém um cofator ferro-molibdénio e o sitio de reducdo do N3 e,
a proteina dinitrogenase redutase (proteina Fe, NifH), que transfere
elétrons de um doador para a proteina nitrogenase. Esses dois
componentes sdo codificados pelo operon nifHDK. Os organismos
fixadores de nitrogénio possuem um conjunto minimo de 16 genes nif
responsaveis pela codificacdo das proteinas estruturais da nitrogenase e
das proteinas responsaveis pela sintese de fatores metalicos, pela
maturacdo das proteinas Fe e MoFe, transferéncia de elétrons para a
proteina Fe e regulacdo da expressdo dos genes nif. Genes do sistema Nitr,
responsaveis pela regulacdo do metabolismo do nitrogénio, atuam na
sintese e no controle da atividade da nitrogenase (HUERGO, L. F,;
CHANDRA; MERRICK, 2013; KANEKO et al., 2010; LUQUE-
ALMAGRO et al., 2011; POSTGATE, 1982) A nitrogenase &, ainda,
regulada negativamente a nivel transcricional e pés-traducional por ions
amonio (NH4*) e oxigénio (O2) (DIXON; KAHN, 2004; HUERGO, L. et
al., 2012).

Steenhoudt e Vanderleyden (2000) listam 14 genes bacterianos
envolvidos no reconhecimento entre Azospirillum e a raiz da planta e mais
16 genes envolvidos na fixacdo, assimilacdo e regulagcdo de nitrogénio,
entre eles, 0s genes estruturais de fixacdo do nitrogénio (genes nif) que
sdo altamente conservados entre todas as bactérias em todas as espécies
diazotréficas da classe das proteobactéria.

Os genes nif codificam para proteinas essenciais nos processos de
biossintese, maturacdo e montagem do complexo nitrogenase
(CHUBATSU et al., 2012). Na maioria dos diazotrdfos, a expressao dos
genes de fixacdo do nitrogénio (nif) é dependente do ativador
transcricional NifA (LI, H. et al., 2011), o qual desempenha um papel-
chave na regulacdo da sintese e atividade da nitrogénio em resposta a
amonia e ao oxigénio disponivel em A. brasilense (ARSENE et al., 1994)
e é codificado pelo gene nifA. Em Azospirillum, a atividade de NifA é
regulada diretamente por GInB, uma das proteinas Py (ZOU et al., 2008).

Relatos de genes reporteres ligados a genes nif tém sido usados
para demonstrar a expressdo de nifA (ARSENE et al., 1994;
KATUPITIYA etal., 1995) e nifH (BROEK et al., 1993) por A. brasilense
na superficie de raizes de trigo. Shime-Hatori et al. (2011) utilizaram
primers visando diferentes genes-alvo, entre eles, nifA, com a finalidade
de desenvolver um método simples de isolamento de espécies nativas de
Azospirillum por PCR convencional. A anélise in silico revelou que essa
sequéncia apresentou homologia apenas com sequéncias de nifA de A.



31

brasilense e A. lipoferum disponivel no GenBank, estando presente como
copia Unica no genoma de A. brasilense (WISNIEWSKI-DYE et al.,
2011). Este fato torna o gene nifA um candidato interessante para o0
desenvolvimento de técnicas moleculares de monitoramento de A.
brasilense na rizosfera das plantas.

H& mais de 40 anos, o género Azospirillum tem sido objeto
primario nos estudos sobre associacBes planta-micro-organismos
mutuamente benéficas (KATSY; PRILIPOV, 2009), sendo bem
conhecidas suas propriedades como biofertilizantes devido as suas
atividades promotoras de crescimento vegetal, tais como a fixacdo
biologica do nitrogénio e a solubilizagdo de fosfatos (LIN; SHEN;
YOUNG, 2011).

Experimentos em campo e em casa de vegetacdo tém mostrado os
efeitos benéficos do Azospirillum sobre o crescimento das plantas e o
rendimento das culturas (KENNEDY et al., 2004; MEHNAZ et al., 2010;
MENDONCA; URQUIAGA; REIS, 2006; STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). Segundo Okon e Labandera-Gonzales
(1994), estudos realizados com varias espécies de plantas, mostraram ser
possivel atingir um aumento de 5 a 30% no rendimento através da
inoculagdo com Azospirillum, principalmente quando utilizada baixa
guantidade de fertilizante quimico nitrogenado. Holguin et al. (1999)
afirmaram que, em casa de vegetacdo, esse aumento de rendimento pode
ser ainda maior.

A utilizacdo de linhagens de Azospirillum spp. promoveu aumento
significativo na producdo de graos, no contetdo de nitrogénio, potassio e
fosforo total das plantas (BASHAN et al., 2004), na matéria seca da parte
aérea e no acumulo de nitrogénio nas raizes (DOS REIS et al., 2008). Os
aumentos na producdo e no crescimento a partir da inoculagdo com
Azospirillum spp. sdo atribuidos a um efeito geral no crescimento das
raizes, maior capacidade de assimilagdo de nutrientes e de resisténcia a
seca (BASHAN; HOLGUIN, 1997). Saubidet et al. (2002) concluiram
que A. brasilense aumentou o crescimento vegetal por estimular a
absorcao de nitrogénio pelas raizes.

O wuso de linhagens Azospirillum como inoculantes tem
apresentado bons resultados. Perrig et al. (2007) realizaram experimentos
em cultura com duas linhagens de A. brasilense, Cd e Az39, ambas usadas
na formulagdo de inoculantes na Argentina. Os resultados obtidos
mostraram que ambas as linhagens promoveram aumentos nos niveis de
acido indol-3-acético (AlA), acido giberélico (GAs), acido abscisico
(ABA), zeatina e etileno indicando que A. brasilense é potencialmente
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capaz de promover diretamente o crescimento da planta e aumentar o
rendimento agronémico.

Piccinin et al. (2013), utilizaram sementes de trigo inoculados com
as linhagens Ab-V5 e Ab-V6, em formulacdo liquida ou turfa, com
concentracdo de 108 células viaveis por grama (g) ou mililitro (mL),
associada a adubacéo nitrogenada. Os resultados obtidos mostraram que
as linhagens Ab-V5 e Ab-V6 sdo efetivas na fixacdo bioldgica parcial de
nitrogénio complementada pela adubacéo nitrogenada, podendo reduzir
em 50% a aplicagéo de fertilizantes, proporcionando resultados positivos
no desempenho e no rendimento agronémico na cultura do trigo. De
Souza et al. (2013), obtiveram resultados semelhantes utilizando a
linhagem UR51 em conjunto com a adubacdo nitrogenada para a cultura
do arroz, concluindo que esta linhagem poderia ser uma candidata na
formulagéo de bioinoculantes.

Os resultados obtidos por Couillerot et al. (2013) indicaram que a
utilizacdo de consorcio de trés componentes Azospirillum-Pseudomonas-
Glomus pode ser util na estimulagéo precoce do crescimento do milho.

Além disso, varios trabalhos mostram a influéncia dessas bactérias
na producéo de fitorménios como giberelinas (LUCANGELI; BOTTINI,
1997; PICCOLI et al., 1997) e, principalmente, AIA (Acido Indol-3-
acético) (BASHAN; HOLGUIN, 1997; CARRENO-LOPEZ et al., 2000;
CASSAN et al., 2009; IDRIS et al., 2007; RADWAN; MOHAMED;
REIS, 2004). A. brasilense pode, ainda, promover efeitos positivos sobre
0s mecanismos de defesa do vegetal, impedindo a acéo de patégenos, tais
como, Pratylenchus zeae, Heterodera avenae e Atherigona soccata
(BASHAN; DE-BASHAN; SPARKS, 2010). Assim, a producdo de
fitormbnios e os efeitos positivos sobre os mecanismos de defesa da
planta estimulados pela bactéria, seriam os responsaveis pela promocéo
do crescimento vegetal (MOREIRA et al., 2010).

Em experimentos com milho e trigo realizados no sul do Brasil,
Hungria et al. (2010) verificaram que um inoculante liquido contendo
uma combinacdo das linhagens Ab-V5 e Ab-V6 provou ser tdo efetivo
guanto inoculante em turfa carregando as mesmas linhagens para ambas
as culturas. Esses resultados mostraram, ainda, que a sele¢o de linhagens
de Azospirillum pode resultar em contribuicBes expressivas para
importantes culturas, como é o caso do milho e do trigo. Além disso,
poderia contribuir para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados e as
perdas de nitrogénio decorrentes da adubacdo, ocasionando uma
economia de, aproximadamente, US$ 1,2 bilhGes de dolares ao ano.

Entre as diversas linhagens de Azospirillum brasilense empregadas
como bioinoculantes, a linhagem FP2, uma mutante espontanea da
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linhagem Sp7, se destaca pelo fato de possuir genes de resisténcia aos
antibidticos estreptomicina e &cido nalidixico. Esta caracteristica permite
o facil isolamento dessas bactérias em meio de cultura, sendo amplamente
utilizada em experimentos visando o estudo da interacdo planta-
Azospirillum.

Milho (Zea mays L.)

Pertencente a familia das gramineas (Poaceae) surgiu a partir da
domesticacdo de um teosinto (Zea mays ssp. parviglumis) no México ha
cerca de 9000 anos e sua disseminagdo e diversificagdo resultaram em um
grande numero de gendtipos os quais foram divididos em cinco grupos
genéticos principais: Northern Flint, European Flint, Tropical, Corn Belt
Dent e Popcorn (BOUFFAUD et al., 2012; CAMUS-KULANDAIVELU
et al., 2006). O grupo Tropical é o mais amplo e 0 mais préximo do pool
genético ancestral, incluindo o subgrupo Mexicano, bem como os
subgrupos Caribenho e Andino que surgiram apés a sua disseminagdo
para as ilhas do Caribe e América do Sul, respectivamente (CAMUS-
KULANDAIVELU et al., 2006).

E uma planta cultivada em diversas zonas agroecoldgicas, embora,
as principais areas de cultivo estejam em regides de clima temperado
(FASOLI etal., 2009). E facilmente processado, tem rapida digestdo e um
menor custo de producdo do que outros cereais, sendo encontrado em
praticamente todo o mundo.

Ha mais de 100 anos, o milho tem sido uma das mais importantes
plantas comerciais, sendo utilizada tanto para consumo humano quanto
animal e, mais recentemente para a producdo de biocombustiveis
(FEUILLET; EVERSOLE, 2009), compreendendo cerca de 25% de toda
a producéo de cereais, além de ser considerado como a espécie modelo
gue melhor se adapta a pesquisa basica para a compreensdo das bases
genéticas relacionadas a produtividade e a qualidade em termos de valor
nutricional (CANAS et al., 2012). No Brasil, 0 milho é uma das mais
importantes culturas. O rendimento esperado da safra de milho 2012/2013
é de 80 milhGes de toneladas, com a &rea total de plantio devendo alcancar
15,86 milhdes de hectares (CONAB, 2013).

Segundo Moreira et al. (2010), os valores calculados para a
contribuicdo da FBN em gramineas estdo em torno 25 a 50 Kg N/ha/ano,
0 que equivale ao suprimento médio de aproximadamente 17% das
demandas das culturas. Embora pareca ser um valor baixo, se
considerarmos a importancia das espécies produtoras de grdos como
principal fonte de carboidratos na alimentagdo humana e o alto potencial
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fotossintético das gramineas C4 nos tropicos, poderad representar uma
grande economia nos custos de producao. Isso é reforcado pelo fato que
0s atuais sistemas de producdo ndo exploram adequadamente o grande
potencial da RPCV, tanto em relacdo a FBN quanto a outros mecanismos
de promocao do crescimento vegetal.

Analise Protedmica

A protedmica comparativa por eletroforese bidimensional (2-DE)
fornece alta resolucdo de proteinas e permite analise, em profundidade,
do mapa protéico, pois as proteinas estdo imobilizadas no gel. Esta anélise
permite detectar proteinas expressas diferencialmente devido a interacdo
com micro-organismos (patégenos ou ndo) (BRANDAO; BARBOSA,;
ARRUDA, 2010).

Além de permitir a separacdo de misturas complexas de proteinas
de acordo com o ponto isoelétrico (pl), a massa molecular (MW), a
solubilidade e a abundancia relativa, a eletroforese bidimensional oferece
um mapa de proteinas intactas, o que reflete alteracbes no nivel de
expressdao da proteina, isoformas e modificacdes pos-traducionais
(GORG; WEISS; DUNN, 2004).

Estudos de transcriptoma e proteoma tém sido realizados para
elucidar mudancas metabdlicas e nos mecanismos envolvidos na
associacdo com as RPCV com o milho. Fasoli et al. (2009), através de
analise protedbmica, detectaram uma alta quantidade de alérgenos
presentes no milho, anteriormente ndo relatados. Nestler, Schutz e
Hochholdinger (2011) obtiveram, a partir do perfil protéico e
espectrometria de massa, as 2573 proteinas mais abundantes em pelos
radiculares de raizes milho linhagem B73. A comparacdo dessas proteinas
com as obtidas em pelos radiculares de soja, em um estudo anterior dos
mesmo autores, forneceu novos dados sobre a composic¢ao e fun¢do dos
pelos radiculares e revelou fungdes conservadas e Unicas, tanto em
monocotiledéneas quanto em dicotiledneas.

A analise protedmica comparativa também foi empregada por Wu
et al. (2013) para os papéis do &cido salicilico (AS) e &cido abscisico
(ABA) na modulacéo do proteoma em folhas de milho. A classificacdo
das proteinas diferencialmente expressas mostrou que proteinas de
respostas para ambos os fitorménios estavam envolvidas principalmente
na fotossintese, estresse e resposta de defesa, energia e metabolismo e ao
turnover protéico.

Diversos estudos envolvendo a analise protebmica comparativa
tém sido realizados com varias espécies vegetais. Em estudo visando
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avaliar as mudancas nos padrdes de proteinas em raizes e folhas de plantas
de milho em resposta a disponibilidade de nitrato, Prinsi et al. (2009)
identificaram 15 e 14 spots diferencialmente expressos em raizes e folhas,
respectivamente. Nas raizes, a maioria das proteinas identificadas
estavam envolvidas com a assimilacdo do nitrato e em vias metabdlicas
implicadas no balanco de energia e status redox da célula, entre as quais,
a via das pentose-fosfato. J4, nas folhas, a maioria das proteinas
caracterizadas estavam relacionadas a regulacéo da fotossintese.

Irar et al. (2010) empregaram a analise protedbmica comparativa
associada a cromatografia liquida para identificar proteinas acumuladas
em embrides maduros de dois genotipos de trigo duro, um tolerante e
outro sensivel a desidratacdo. Essas proteinas poderiam ser usadas como
potenciais marcadores para tolerancia a desidratacdo. No total, 12 spots
foram identificados por MALDI-TOF-TOF e por cromatografia liquida,
sendo que, cinco tiveram a expressao aumentada na variedade tolerante e,
sete, apresentaram aumento de expressdo na variedade sensivel.

Ja, Galvan et al. (2011) estudaram a variabilidade genética de
azinheira em trés espécies dominantes na floresta Mediterranea, atraves
da analise protedbmica de sementes obtidas de seus frutos secos (bolotas).
Os dados obtidos permitiram agrupar as populagGes, com 0s grupos sendo
correlacionados de acordo com a localizagdo geogréfica e condicOes
climaticas, bem como a discriminacdo dos grupos mésico e xéricos.

A anélise protedmica comparativa também é amplamente utilizada
em estudos envolvendo a interagdo planta-bactéria. Afroz et al. (2013)
destacaram as proteinas envolvidas na resposta do sistema imune
primario das plantas ao ataque micro-organismos patégenos e afirmaram
gue uma comparacgao global detalhada das vias de resposta utilizando a
protedmica tem permitido a identificacdo de novas proteinas, cuja funcéo
bioldgica leva a elucidacédo de mecanismos bioquimicos e celulares.

O perfil protedmico raizes de milho controle e inoculadas com A.
brasilense FP2 foi analisado por Cangahuala-Inocente et al. (2013) e
foram identificadas seis proteinas diferencialmente expressas, sendo duas
exclusivamente expressas, duas com expressdo aumentada e duas com
expressao diminuida em raizes inoculadas com A. brasilense FP2.

Portanto, o estudo da interacdo planta-bactéria através da analise
protedmica tem contribuido significativamente na direcdo a uma profunda
compreensdo dos mecanismos  moleculares  subjacentes  ao
desenvolvimento  dessas  associagdes (KNIEF;, DELMOTTE;
VORHOLT, 2011), podendo ser empregado para determinar os efeitos
gue 0s micro-organismos tém sobre as raizes, a fim de identificar genes e
proteinas que sdo induzidas especificamente pelos micro-organismos; as
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relacbes patogénicas entre raizes e organismos patogénicos e a
comunicacdo molecular entre eles (MATHESIUS, 2009). Esses estudos
estdo no comego, mas possuem um grande potencial no que se refere a
elucidar, ndo apenas as interacdes entre bactérias e suas plantas
hospedeiras, mas também interacBes bactéria-bactéria entre diferentes
taxons vivendo em associa¢do com plantas.
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CAPITULO 1

Deteccdo por PCR em tempo real visando o gene nifA da bactéria
promotora de crescimento vegetal Azospirillum brasilense linhagem
FP2 em raizes de milho

FALEIRO, A. C.; PEREIRA, T. P.; ESPINDULA, E.; BROD, F. C.
A.; ARISI, A. C. M. Real time PCR detection targeting nifA gene of
plant growth promoting bacteria Azospirillum brasilense strain FP2
in maize roots. Symbiosis, v. 61, n. 3, p. 125-133, Nov 01 2013.
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RESUMO

A rizobactéria promotora de crescimento vegetal (RPCV) Azospirillum
brasilense tem sido recomendada para o uso em inoculantes comerciais
no Brasil. Métodos eficazes sdo necessarios para monitorar cepas de
RPCV no rizoplano, na rizosfera e na planta. Nosso objetivo foi
desenvolver um método de PCR em tempo real para deteccdo de A.
brasilense, em plantulas de milho visando o gene nifA. A andlise in silico
mostrou que esta sequéncia possui homologia apenas em A. brasilense e
A. lipoferum, estando presente como uma Unica cOpia no genoma de A.
brasilense. Os pares de iniciadores foram desenhados e a sua
especificidade foi verificada utilizando DNA de 12 espécies diferentes de
bactérias. Plantulas de milho inoculadas foram cultivadas in vitro ou em
vasos e 0 numero de copias de DNA bacteriano por grama de raiz foi
quantificado 1, 4, 7 e 10 dias ap6s a inoculacdo. Curvas padrdo foram
preparadas para a quantificagdo do DNA usando diluicdo em série de
extratos de DNA de A. brasilense. A eficiéncia média de PCR e o
coeficiente de correlacdo da curva padrdo apresentaram valores dentro do
intervalo aceitavel para gPCR, a eficiéncia da PCR foi de 95% e o
coeficiente de correlagdo foi de 0,98, indicando que o gene nifA era
adequado para a andlise quantitativa do genoma alvo bacteriano. Os
iniciadores desenvolvidos visando nifA serdo Uteis para monitorar
Azospirillum brasilense linhagem FP2 em culturas e na certificacdo da
gualidade de inoculantes.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, interacdo planta-bactéria,
milho, gPCR, inoculante
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INTRODUCAO

A rizobactéria promotora de crescimento vegetal (RPCV)
Azospirillum brasilense tem sido conhecida por um longo tempo por
exercer uma influéncia benéfica sobre plantas inoculadas (BALDANI, J.;
BALDANI, 2005), como o milho e o trigo, por isso, tem sido
recomendada para o uso em inoculantes comerciais no Brasil
(HUNGRIA, M. et al., 2010). Azospirillum brasilense é uma diazotrofica
usada como um organismo modelo em estudos de promog&o associativa
de crescimento vegetal (OKON, Y; HEYTLER; HARDY, 1983,
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000), sendo 0 seu genoma
publicado recentemente (WISNIEWSKI-DYE et al.,, 2011). O exato
mecanismo de promogdo de crescimento das plantas ndo é totalmente
compreendido, mas este efeito tem sido atribuido principalmente a
producdo de fitormonios e a fixacdo bioldgica de nitrogénio, entre outros
mecanismos (BASHAN et al., 2004).

Uma das principais caracteristicas das espécies de Azospirillum é
gue sdo capazes de fixar o nitrogénio, converter N, para amonia, por meio
do complexo nitrogenase. Os principais genes implicados neste processo
sdo conhecidos como genes nif e sdo altamente conservados entre
proteobactérias fixadoras de nitrogénio (RAYMOND et al., 2004;
SANT'ANNA etal., 2011). A fixacdo bioldgica de nitrogénio é catalisada
por um complexo sistema de metaloenzimas, 0 complexo da nitrogenase.
Em A. brasilense, a fixacdo de nitrogénio ocorre sob limitacdo de
nitrogénio em condi¢des de crescimento microaerobicas. A expressdo do
gene regulador nifA é regulada positivamente em resposta a privacéo de
nitrogénio e a ativacdo de outros genes nif pela proteina NifA é inibida na
presenca de oxigénio ou de baixos niveis de nitrogénio (FADEL-
PICHETH et al., 1999; SPEROTTO et al., 2004).

E importante monitorar o estabelecimento de uma linhagem de
RPCV narizosfera da planta (EL ZEMRANY et al., 2006), especialmente
logo apds a germinacdo. Técnicas sdo necessarias para um controle eficaz
do ndmero de células inoculantes na rizosfera. No entanto, poucas
ferramentas estdo disponiveis para avaliar o destino de linhagens de
Azospirillum ap6s a inoculacdo (COUILLEROT, O. et al., 2010). A
identificacdo da presenca de bactérias Azospirillum nos tecidos das
plantas e na rizosfera ainda depende muito de métodos convencionais
laboriosos que envolvem o uso repetido de meios seletivos e ensaios
fisiolégicos (SHIME-HATTORI et al., 2011; VIDEIRA etal., 2012). Em
contraste com os métodos convencionais, amostras de campo podem ser
testadas diretamente por PCR sem a necessidade de isolar e cultivar as
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linhagens (RAJ et al., 2012). Recentemente métodos moleculares tém
sido empregados para a identificagdo de Azospirillum, por exemplo, a
andlise por PCR BOX tem sido aplicada com sucesso para determinar a
diversidade genética de isolados de Azospirillum em capim-elefante
(VIDEIRA et al., 2012). Um método de PCR género-especifico foi
desenvolvido para a detecgéo e identificagéo de isolados de Azospirillum,
tendo como alvo a sequéncia do gene regulador nifA. PCR convencional
utilizando par de iniciadores AznifA-A foi positiva para A. brasilense
(SHIME-HATTORI et al., 2011). Esta sequéncia pode ser uma boa
candidata para um método de quantificacdo de A. brasilense nas raizes da
planta por PCR em tempo real.

Métodos de PCR em tempo real foram desenvolvidos para
quantificar RPCV usadas como inoculantes na Europa, A. lipoferum
linhagem CRT1 (COUILLEROT, OLIVIER et al., 2010) e A. brasilense
linhagens UAP-154 e CFN-535 (COUILLEROT, O. et al., 2010). Para a
quantificacdo de A. brasilense linhagens UAP-154 e CFN-535, 0s
iniciadores foram desenhados a partir de um marcador SCAR BOX, a fim
de desenvolver um par de iniciadores especificos para cada linhagem
(COUILLEROQOT, O. et al., 2010). Para A. lipoferum linhagem CRT1,
iniciadores foram desenhados a partir de uma PCR-RFLP linhagem-
especifica (COUILLEROT, OLIVIER et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método de PCR em
tempo real com a finalidade de avaliar, de quantificar e de monitorar a
presenga de A. brasilense em plantulas de duas cultivares de milho,
visando um gene codificante, nifA.

MATERIAL E METODOS
Linhagens bacterianas

Azospirillum brasilense linhagem FP2 (estirpe SP7 ATCC 29145
Nal® SmR) (PEDROSA; YATES, 1984) foi cultivada num agitador orbital
(120 rpm) a 30 °C em 30 mL de meio NFbHPN suplementado com 5 mg/L
de lactato de s6dio até DOeqo de 0,8 (~108 células/mL). A correlagao foi
obtida entre a densidade 6ptica e 0 nimero de col6nias por plagueamento
de culturas de células por diluicdo seriada em placas de dgar NFbHPN.
Herbaspirillum seropedicae linhagem SmR1 (estirpe Z78 SmR ATCC
35893) e outras linhagens de Herbaspirillum utilizadas no presente
trabalho foram cultivadas em agitador orbital (120 rpm) a 30 °C em 30
mL de meio NFbHPN suplementado com 5 mg/L de &cido malico
(KLASSEN et al., 1997). Rhizobium (DE SOUZA et al., 2013),
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Microbacterium e Pseudomonas foram cultivadas em meio LB a 28 °C.
E. coli (ATCC 25922) foi cultivada em caldo de BHI, enquanto B. subtilis
(ATCC 6051) e B. cereus (ATCC 14579) foram cultivadas em caldo
nutriente, a 37 °C.

Germinacdo, inoculagéo e crescimento de mudas

Sementes de milho (variedades Pioneer 30F53 e Dekalb240) foram
desinfectadas através de trés lavagem com agua ultrapura esterilizada,
seguidas por 70% de etanol durante 3 minutos e por hipoclorito de sddio
a 2% e 2,5% de Tween 20, durante 30 min. As sementes foram entéo
lavadas por trés vezes com agua ultrapura esterilizada por agitagéo suave,
transferidas para placas contendo agar-agua 0,8% (experimentos in vitro)
ou para papel saturado em &agua (experimento em potes) e mantidas
durante 3 dias em cdmara de crescimento a uma temperatura de 25 °C, no
escuro, durante a germinacao.

Para 0 experimento in vitro, ap6s a diluicdo da suspensdo
bacteriana, trinta plantulas foram incubadas em 30 mL de meio liquido e
~10° células bacterianas.mL™ de A. brasilense linhagem FP2 em meio
NFb lactato sem fonte de nitrogénio e fésforo num agitador orbital (80
rpm) durante 30 min a 30 °C (RONCATO-MACCARI et al., 2003). As
plantulas controle foram submetidas as mesmas condicdes, porém, sem a
presenca da bactéria. Apds a incubacdo, as sementes germinadas foram
lavadas em uma solugdo salina de 0,9% durante 1 min e colocadas em
tubos de vidro contendo meio liquido para plantas (EGENER; HUREK;
REINHOLD-HUREK, 1999). As mudas de cada tratamento foram
cultivadas lado a lado, em uma cdmara de ambiente controlado durante
10 dias (16 h de fotoperiodo, a 150 umol.m2.s -1, 25 °C luz/23 °C escuro
e 40 % de umidade).

Para 0 experimento em potes, as sementes germinadas foram
transferidas para potes contendo areia esterilizada e meio liquido para
planta (EGENER et al., 1999) sem nitrogénio, 1 mL de ~102 células
bacterianas.mL* de A. brasilense linhagem FP2 foi adicionado a cada
semente. Sementes controle foram submetidas as mesmas condicdes,
porém, sem a presenca da bactéria. As mudas de cada tratamento foram
cultivadas lado a lado durante 10 dias numa cdmara de ambiente
controlado, ajustado para 16 h de fotoperiodo, radiagéo
fotossinteticamente ativa de 150 pmol.m?.s%, a temperatura de 25 °C,
regadas diariamente.

Trés experimentos independentes foram realizados em diferentes
meses. Plantulas de milho foram coletadas aleatoriamente 1, 4, 7 e 10 dias



44

apos a inoculacdo (DAI). O material foi imediatamente utilizado para o
ensaio de colonizacdo das raizes ou congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C para a extracdo de DNA.

Ensaio de colonizagdo das raizes

Para determinar a colonizagéo bacteriana da raiz, trés plantulas in
vitro foram coletadas aleatoriamente 1, 4, 7 e 10 DAI. As raizes foram
desinfectadas com etanol a 70% durante 2 minutos, seguido de hipoclorito
de s6dio a 1% durante 2 minutos e lavadas trés vezes em agua destilada.
O material da raiz de cada plantula foi pesado e macerado com um pistilo
e almofariz esterilizados em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) na
proporcdo 1:10. Os extratos foram diluidos dez vezes seriadamente e
plaqueados em meio NFb lactato contendo 10 pg/mL de estreptomicina e
10 pg/mL de acido nalidixico para determinar as unidades formadoras de
coldnias (UFC) por grama de raiz fresca ap6s 2 dias de incubagéo a 30 °C
(BALSANELLI et al., 2010).

Protocolos de extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido e purificado a partir de raizes ou
partes aéreas de milho congeladas a -80 °C, utilizando o DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante com algumas
modificagBes. As amostras foram incubadas durante 15 min a 65 °C com
um tampdo CTAB (20 g/l de CTAB, 1,4 mol L-1 NaCl, 0,1 mol L™ de
tampéo Tris, 20 nmol L de Na,;EDTA, pH 8,0) em vez da incubagdo com
o tampdo AP1 fornecido no kit. Também foram adicionados 20 uL de
proteinase K (20 mg/mL) a cada amostra e as amostras foram incubadas
durante 15 min a 65 °C (DINON et al., 2012). O DNA foi extraido a partir
de culturas bacterianas de A. brasilense linhagem FP2 e outras espécies,
em 108 células/mL, apés o choque térmico. As aliquotas de culturas (2
mL), foram centrifugadas (6000 x g, 3 min, 4 °C), os pellets foram
estocados a temperatura de -80 °C até a extracdo do DNA. Os pellets
foram suspendidos em 100 uL de &gua ultrapura e retornados para -80 °C
durante 20 min e imediatamente aquecidos a 100 °C durante 10 min Apos
o resfriamento da suspensdo de células a temperatura ambiente e
centrifugacédo (13.000 x g, 10 s), o DNA foi purificado utilizando o kit de
purificacdo Wizard® Genomic DNA (Promega™, Madison, WI, EUA)
de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracdo de DNA foi
determinada num espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop™
2000 (Wilmington, DE, EUA), com medicGes a 260 e 280 nm.
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Desenho dos Iniciadores

Para a deteccdo Azospirillum-especifica por PCR em tempo real,
iniciadores AznifAF12 (5 CGCAGCAACTGATATGCAAAA 3’) e
AznifAF19 (5 GCGTGCTTCCGTGACAAGT 3’) foram desenhados
visando a sequéncia nifA, acesso GenBank n.° AY677086.1 (FADEL-
PICHETH et al., 1999) de A. brasilense usando Primer Express 1.0
(Applied Biosystems). O fragmento resultante de 96 pb est4 dentro do
fragmento amplificado AznifA-A de 439 pb, produto de amplificacdo
quando utilizado o par de iniciadores AznifA-A desenhado para deteccdo
de DNA Azospirillum-especifico (SHIME-HATTORI et al., 2011).

Detec¢do por PCR

O par de iniciadores AznifA-A, que amplifica um fragmento de
439 pb desenhado para deteccdo de DNA Azospirillum-especifico
(SHIME-HATTORI et al., 2011), foi utilizado para a deteccdo do DNA
bacteriano em raizes ou em parte aérea de milho. O par de iniciadores
ZEO, que amplificam um fragmento de 329 pb do gene da zeina
especifica de milho (DINON; BOSCO; ARISI, 2010), foi utilizado para
detectar DNA de milho. As reac6es de amplificacdo foram realizadas num
volume final de 25 pL contendo 12,5 puL de 2X PCR Master Mix
(Promega™, Madison, WI, EUA), 50 ng de DNA molde e 20 nmol L* de
cada um dos iniciadores AznifA-A ou 500 nmol L de cada iniciador
ZEO. As amplificacdes foram efetuadas num Minicycler™ (MJ Research
Inc. Watertown, MA, EUA), com 0s seguintes programas. Para
iniciadores ZEQ: desnaturacdo a 95 °C durante 3 min, seguido por 40
ciclos de 95 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min e 72 °C durante 1 min
e extensdo final a 72 °C durante 7 minutos. Para iniciadores AznifA-A:
desnaturacdo a 94 °C durante 3 min, seguido por 45 ciclos de 94 °C
durante 30 s, 52 °C durante 30 s e 72 °C durante 1 min e extenséo final a
72 °C durante 5 minutos. Os produtos de PCR foram analisados em gel
de agarose a 2%. Todos os iniciadores de PCR foram sintetizados por IDT
(Coralville, lowa , EUA).

Quantificacdo por PCR em tempo real

A PCR quantitativa em tempo real foi realizada em ABI Prism
7500 Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As
reacdes de amplificacdo foram realizadas num volume final de 25 pL
contendo 12,5 pL de 2X SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems),
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600 nmol L de cada iniciador, 4gua e DNA molde. O protocolo de
amplificacdo consistia de: incubag&o inicial a 50 °C durante 2 min, 95 °C
de incubacédo durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15
s e 60 °C durante 1 minuto. Todos os experimentos de PCR em tempo
real foram analisados usando as configuracGes automaticas para cada
experimento. Todas amostras foram analisadas em triplicata por gPCR a
uma concentracdo final de 50 ng de DNA por reacdo (DNA extraido de
amostras de plantas) ou 6 ng DNA por reacdo (DNA extraido de amostras
de cultura bacteriana pura). Os dados foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05), usando o pacote Agricolae no software R
v2.15.3 (R Development Core Team. R: A language and environment for
statistical computing. http://www.R-project.org).

A construcgdo das curvas padréo

O DNA gendmico isolado a partir da cultura bacteriana (30 ng) foi
diluido 10 vezes seriadamente em agua a concentracBes finais
equivalentes 108°-10%° cépias de DNA por reagdo. Os nimeros de copias
foram calculados utilizando o valor 1C de 7,530,241 pb para o genoma
de Azospirillum brasilense Sp245 (PRJEA162161), a constante de
Avogadro (6,023 x 10%) e a massa molecular do DNA (660 Da/pb), assim
1095 copias de DNA de A. brasilense corresponde a 30 ng de DNA molde.
A curva de diluicdo seriada de DNA bacteriano foi também preparada na
presenga de DNA de raizes de milho (30 ng por reacédo), isolado a partir
de plantulas controle. O DNA gendmico isolado a partir das raizes de
milho inoculado foi também diluido 10 vezes seriadamente em agua a
concentragBes finais equivalentes 109°-10'° cépias de DNA de DNA
bacteriano por reacdo. Uma curva padrao para cada diluicdo em série de
DNA foi gerada através da representacéo grafica do valor de ciclo limiar
(Ct) versus o logaritmo do nimero de copias de DNA bacteriano. As
eficiéncias de amplificacdo foram determinadas usando a equacéo E = 10¢
15)-1, onde E ¢ a Eficiéncia calculada e s é o coeficiente angular obtido a
partir da curva padro.

RESULTADOS
Colonizacao de milho apoés a inoculacido com Azospirillum brasilense
Para ambas as variedades, o ensaio de coloniza¢do radicular

mostrou que cerca de 10* UFC/g estava presente nas raizes inoculadas 4,
7 e 10 DAI (Tabela 1.1). A presenca de bactérias 1 DAI ndo foi detectada
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em raizes da variedade P30F53, enquanto 103" UFC/g foram contadas na
variedade DKB240 (Tabela 1.1). A presenca de A. brasilense ndo foi
detectada em raizes controle. A fim de confirmar a contagem em placa,
Azospirillum brasilense linhagem FP2 foi cultivada até DOgqo de 0,8, e a
contagem média foi de 6,2 x 10" UFC/mL (Tabela S1.1).

Tabela 1.1 - NUmero de bactérias (log10 UFC/g de raiz fresca), de plantulas milho
(variedades DKB240 e P30F53) cultivadas in vitro apés a inoculagdo com
Azospirillum brasilense linhagem FP2. As raizes foram coletadas 1, 4, 7 e 10 dias
apos a inoculagdo (DAI).

DAI DKB240 P30F53
(logio UFC/g) (logio UFC/g)
3,68 n.d.
4,09 4,40
4,25 4,36

10 4,58 4,35

n.d. ndo detectado

PCR convencional

O DNA total foi isolado a partir de raizes de plantulas controle e
inoculadas crescidas in vitro para monitorar A. brasilense. Um resumo da
deteccdo por PCR de Azospirillum brasilense, em plantulas de milho
cultivadas in vitro esta apresentado na Tabela S1.2. A PCR utilizando
iniciadores AznifA-A (SHIME-HATTORI et al., 2011) detectou o
fragmento esperado de 439 pb em todas as raizes inoculadas 7 e 10 DA,
e foi detectado em duas das trés amostras de raizes inoculadas 4 DAI para
ambas as variedades de milho e em uma das trés amostras de raizes
inoculadas 1 DAI para a variedade DKB240, mas ndo foi detectado em
todas as amostras inoculadas 1 DAI para a variedade P30F53. Como
esperado, ndo foi detectado em todas as raizes de plantulas controles.

Plantulas de milho (Pioneer 30F53) foram inoculadas com 108
células/semente de Azospirillum brasilense linhagem FP2, cultivadas em
potes e coletadas 1, 4, 7 ¢ 10 DAI. O DNA total foi isolado de raizes e
parte aérea controles e inoculadas para monitorar A. brasilense. A PCR
utilizando iniciadores AznifA-A detectou o fragmento esperado em todas
as raizes inoculadas 4, 7 e 10 DA, enquanto ndo foi detectado em todas
as raizes controle e foi detectado em uma de trés amostras de raizes
inoculadas 1 DAI (dados ndo apresentados). A amplificabilidade do DNA
de todas as amostras foi verificada por PCR, usando iniciadores ZEO,
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especificos para a deteccdo de DNA do milho. A PCR utilizando
iniciadores ZEO detectou o fragmento amplificado esperado de 329 pb
em todas as amostras de raizes, a0 mesmo tempo em que nao foi detectado
no DNA bacteriano (dados ndo apresentados), tal como esperado. O
fragmento amplificado AznifA-A ndo foi detectado em todas as amostras
de parte aérea, plantulas controle e inoculadas, enquanto o fragmento
amplificado ZEO foi detectado em todas as amostras de parte aérea (dados
ndo apresentados).

Otimizacéo da quantificacdo do DNA bacteriano por PCR em tempo
real

O par de iniciadores AznifAF12/AznifAF19 para quantificacdo de
Azospirillum visando uma sequéncia que estd localizada dentro do
fragmento amplificado com iniciadores AznifA-A foi desenhado e usado
para deteccdo por PCR Azospirillum-especifica (SHIME-HATTORI et
al., 2011). A analise in silico mostrou que essa sequéncia apresentou
homologia apenas com sequéncias nifA de A. brasilense e A. lipoferum
disponivel no GenBank, estando presente como uma Unica cépia no
genoma de A. brasilense 245 (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011).

O DNA total foi isolado a partir de raizes controle e inoculadas de
ambas variedades, da RPCV A. brasilense e outras espécies. As
concentracdes de DNA de raizes de milho estavam na faixa de 30-220
ng/uL e a razdo DO26onm/DO2s0nm €ra de cerca de 1,8.

O fragmento amplificado esperado apresentou um Tm calculado
de 82 °C e um Tm observado de 81,25 °C para um Ct de valor 15,51
usando 6 ng de DNA molde. Amostras de DNA (6 ng) de cinco espécies
testadas (H. seropedicae, H. hiltneri, H. rubrisubalbicans,
Microbacterium sp. e Pseudomonas sp.) ndo apresentaram amplificacéo,
sete espécies (H. huttiense, H. lusitanum, H. frisingense, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, E.coli e Rhizobium sp.) apresentaram amplificac6es ndo
especificas com diferentes Tm em valores de Ct tardio (superior a 32) e
uma amostra de DNA de Burkholderia tropica apresentou amplificacéo
em valor de Ct tardio e Tm semelhante (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 - Valores de Ct e Tm gerados pelo ensaio de especificidade por gPCR
utilizando iniciadores AznifAF12/AznifAF19 e DNA extraido a partir de
Azospirillum brasilense ou outras bactérias como DNA molde.

DNA Molde? Ct Médio Tml Tm2 Tm3
A. brasilense FP2 15,51 81,25 - -
H. seropedicae - - - -
H. hiltneri - - - -
H. huttiense 38,04 72,56 62,27 -
H. lusitanum 36,66 75,96 62,27 -
H. rubrisubalbicans - - -

H. frisingense 34,37 72,93 - -
Bacillus cereus 34,18 74,40 81,57 65,76
Bacillus subtilis 38,73 62,27 - -

E.coli 37,65 79,00 62,27 -

Rhizobium sp. 32,68 81,75 63,19 -

Microbacterium sp. - - - -
Pseudomonas sp. - - - -
Burkholderia tropica 33,19 81,29 66,13 -

@ As amostras foram analisadas para a concentracdo final de 6 ng DNA por reacéo
para todas as amostras (n=2).
(-) significa Ct ou Tm ndo detectado

A avaliacdo do ensaio de PCR em tempo real foi baseada nas
curvas-padrdo estabelecidas por diluicdo em série de DNA bacteriano
isolado a partir de trés culturas puras independentes de A. brasilense. A
eficiéncia de amplificacdo e robustez da gPCR foi estimada por uma
diluicdo seriada 1085-10%° copias do genoma de A. brasilense diluidos em
agua (Figura 1.1A). Os parametros da reacdo (eficiéncia, coeficiente
angular e coeficiente de correlacdo) foram determinados por sete curvas
padrao e sdo apresentadas na Tabela 1.3. A eficiéncia média foi de 95% e
o coeficiente de correlacéo foi de 0,98 ap6s uma analise de regressao entre
0 log da quantidade de DNA e os valores de Ct em um intervalo de seis
ordens de magnitude. Os coeficientes de variacdo (CV) dos valores de Ct
foram calculados a partir de sete corridas de PCR em tempo real e esta
abaixo de 15% (Tabela 1.4). A relacdo Ct versus log UFC de culturas
puras de A. brasilense foi estimado (Figura 1.1B).



50

A
a0 v =-3,4289% + 39,842
35 | R? = 0,9976
£=95,72%
30 4
25 1
& 20 A
15 o
10
5 |
] T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7
log nimero de cépias de DNA
B 4
35 4 y=-3,5718x + 35,929
R?=0,9999
30 4
25
& 20 4

15

10 4

5 ]

o

o 1 2 3 3 5 6

Figura 1.1 - Curva padrdo gerada qPCR utilizando trés extragdes de DNA a partir
de Azospirillum brasilense linhagem FP2 como DNA molde. (A) Ct versus log
do numero de copias de DNA. Média Ct + DP (n = 14). (B) Ct versus log UFC (n
=3).

Tabela 1.3 - Pardmetros das curvas padrdo de gPCR para a quantificacdo de
Azospirillum brasilense usando diluicéo seriada de DNA bacteriano.

Experimento Amostra Eficiéncia Coeficiente R?

gPCR de DNA (%) Angular
1 A 90 -3,57 0,99
1 B 98 -3,38 0,98
1 C 90 -3,60 0,99
2 B 90 -3,59 0,99
3 A 99 -3,34 0,99
4 B 98 -3,38 0,96
5 A 100 -3,32 0,99

Média 95 -3,45 0,98

DP 4,73 0,13 0,01
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Tabela 1.4 - Comparagdo dos valores de Ct para ensaios de gPCR de Azospirillum brasilense para 6 diluicdes seriadas de DNA

bacteriano.

NUmero Ct Média
de Cépias 1A 1B 1C 2B 3A 4B 5A Ct DP cCV
1085 17,80 18,40 18,06 13,30 14,67 20,97 17,37 17,22 253 14,70
1055 20,92 2165 21,34 17,28 18,08 24,84 20,69 20,69 249 12,00
1045 2474 25,08 2495 21,21 2150 28,05 24,16 2424 233 9,60
1035 28,75 28,83 28,44 2460 2486 3229 27,27 27,86 2,63 9,50
1025 31,85 33,07 31,73 27,74 2830 36,23 3155 3150 287 9,10
1015 3547 34,49 36,34 31,49 31,26 3560 3347 34,02 202 590
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Eficiéncias de amplificacdo, também foram estimadas por diluicdo
seriada do DNA isolado a partir das raizes de milho inoculado (variando
104-118%) e por diluicdo seriada do DNA bacteriano, na presencga de
DNA (quantidade fixa de 30 ng) isolado a partir das raizes controle de
milho (120%) (Tabela 1.5). Na presen¢a de DNA de milho, foi possivel
detectar 10%° cépias de DNA bacteriano por reacdo de PCR. Usando
apenas 0 DNA de milho como molde, ndo ha nenhuma amplificagdo como
esperado.

Tabela 1.5 - Pardmetros das curvas padrdo de gPCR para a quantificacdo de
Azospirillum brasilense usando diluicdo seriada de DNA de raizes de milho
inoculadas ou diluicdo seriada de DNA bacteriano na presenca de DNA
background de raizes controle de milho.

Amostras Eficiéncia Coeficiente R2
de DNA (%) Angular
DNA de raizes de milho inoculadas
D1 106 -3,20 0,99
El 117 -2,97 0,99
F1 118 -2,95 0,97
F2 104 -3,24 0,99
DNA bacteriano e DNA de raizes controle de milho
G 120 -2,92 0,99

Quantificagdo do DNA bacteriano em raizes de milho por PCR em tempo
real

Usando o DNA isolado a partir de raizes de milho inoculadas com A.
brasilense e cultivadas in vitro, a quantificacdo do DNA foi realizada com base
na equacdo da curva padrdo (Figura 1.1A). Em relacdo a amplificacdo das
amostras de DNA isoladas a partir de raizes inoculadas de plantulas de milho
cultivadas in vitro, os valores de Ct foram de 31 (1 DAI) a 16 (10 DAI), enquanto
gue nenhuma amplificacéo ou valores tardios Ct (superior a 35) foram observados
para as amostras de DNA isoladas a partir de raizes controle. O nimero de cdpias
de DNA bacteriano por grama de massa fresca de raiz aumentou de 3,3 x 10° (1
DAI) para 5,3 x 10° (10 DAI) quando raizes inoculadas de milho da variedade
DKB240 foram analisadas (Figura 1.2A) e, da mesma maneira, variando de 6,0
x 10° (1 DAI) para 6,8 x 10° (10 DAI) na variedade P30F53 (Figura 1.2B).
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Figura 1.2 — NOmero de cépias de DNA bacteriano em plantas de milho
cultivadas in vitro ap6s a inoculagdo com Azospirillum brasilense estirpe FP2.
(A) a variedade DKB240 e (B) P30F53 variedade. As amostras inoculadas foram
coletadas 1, 4, 7 e 10 dias apo6s a inoculagdo. Os dados séo apresentados como
médias + DP (n=9). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tempos de amostragem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Em relacdo a amplificacdo das amostras de DNA isoladas a partir
de raizes de plantulas inoculadas cultivadas em potes, os valores de Ct
foram de 26 (1 DAI) para 19 (7 DAI) e os valores de Ct tardios foram
observados para as amostras de DNA isoladas a partir de raizes controle.
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O numero de copias de DNA bacteriano por grama de massa fresca de
raiz foi de 1,4 x 108, 1,9 x 108, 5,2 x 108 e 6,2 x 107 em plantulas de milho
inoculadas da variedade P30F53 cultivadas em potes 1, 4, 7 e 10 DAI,
respectivamente (Figura 1.3).
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Figura 1.3 — NUmero de copias de DNA bacteriano em plantulas de milho
(variedade P30F53) cultivado em potes ap6s a inoculagdo com Azospirillum
brasilense linhagem FP2. Amostras inoculadas coletadas 1, 4, 7 e 10 dias ap6s a
inoculacdo (DAI). Os dados sdo apresentados como médias = DP (n=9). Letras
iguais indicam auséncia de diferengas significativas entre os tempos de
amostragem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05). (ESPINDULA, 2013)

DISCUSSAO

Azospirillum tem sido amplamente utilizado como inoculante de
sementes para fitoestimulacdo de cereais, incluindo o milho
(DOBBELAERE, S et al.,, 2001; DOBBELAERE, S et al., 2003;
HUNGRIA, M. et al., 2010). As raizes sdo o principal local de interacédo
entre plantas e micro-organismos, desempenhando um papel importante
neste processo (MERCADO-BLANCO; PRIETO, 2012).

Quando avaliou-se a colonizacdo bacteriana das raizes do milho
por contagem em placas, o nimero de bactérias por grama de raiz (massa
fresca) era de cerca de 10* UFC/g, 4, 7 e 10 DAI (Tabela 1.2). A
colonizacdo das raizes de milho pela RPCV H. seropedicae linhagem
SmR1 foi analisada nos mesmos tempos de coleta, quando as plantulas
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foram cultivadas in vitro e a contagem de bactérias por grama de raiz foi
de 106-107 nos mesmos tempos de coleta (BALSANELLI et al., 2010).

A fim de detectar a presenca de A. brasilense nas raizes inoculadas
e para testar a sua auséncia em raizes controle, foi utilizado um método
de deteccdo por PCR visando o gene nifA (SHIME-HATTORI et al.,
2011). Foi confirmado que os iniciadores AznifA-A podem ser usados
para monitorar a presenca A. brasilense em raizes para as duas variedades
testadas (Figura S1.1 e S1.2).

Métodos eficazes sdo necessarios a fim de monitorar linhagens de
RPCV na rizosfera. Os recentes avangos em métodos moleculares tém
facilitado a quantificagho dos simbiontes alvo em plantas
(COUILLEROT, OLIVIER etal., 2010; COUILLEROT, O. etal., 2010).
Neste trabalho, foi desenvolvido um método de PCR em tempo real para
a quantificacdo de Azospirillum brasilense visando gene nifA. Um gene
codificante fisiologicamente relevante para esta gPCR foi escolhido para
alvo e poderia ser utilizado para monitorizar outras linhagens de A.
brasilense capazes de fixar o nitrogénio e contendo a mesma sequéncia
alvo.

No genoma A. brasilense, hd uma cépia do gene nifA, assim é
possivel estimar o nimero de c6pias do genoma de A. brasilense usando
este alvo. Azospirillum possui 0 maior nimero de cromideos entre todos
0S genomas procarioticos sequenciados até 0 momento e tem a maior
propor¢do de seu genoma em replicons ndo-cromossémicos, 59,8% para
A. brasilense Sp245 (WISNIEWSKI-DYE et al.,, 2011). Replicons
diferentes podem ter diferentes nimeros de copias em uma célula, por
isso a relacdo linear entre 0o nimero de cromossomos € 0 nimero de
células ndo é necessariamente verdadeira (Figura 1.1).

A especificidade dos iniciadores AznifAF12/AznifAF19 foi
avaliada utilizando 13 espécies (Tabela 1.2). Uma espécie testada
(Burkholderia tropica) apresentou um fragmento amplificado com Tm
semelhante a A. brasilense, embora ACt (Ct B. tropica— Ct. A. brasilense)
foi de 17,7. Isto significa que o Ct observado com 6 ng de Burkholderia
tropica correspondeu ao Ct observado usando 6 x 10° ng de A. brasilense
(Tabela 1.4).

Curvas padrao foram preparadas para a quantificacdo do genoma
utilizando diluicéo seriada de uma solugcdo de DNA de A. brasilense. Trés
preparacdes independentes de DNA bacteriano foram utilizadas em
experimentos de qPCR, a fim de produzir curvas de calibragéo absoluta.
Tais experimentos objetivaram avaliar o comportamento analitico geral
deste método de gPCR determinando eficiéncia de PCR (E) e coeficiente
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de correlagdo (R?), bem como o coeficiente de variagdo (CV), que indica
a repetibilidade das medi¢fes. A eficiéncia de PCR e o coeficiente de
correlagdo apresentaram valores dentro do intervalo aceitavel para g°PCR
(Tabela 1.3), os valores de eficiéncia da PCR foram entre 90% e 100%,
com valor de E médio de 95%, e valor de R? de 0,99 para 5 curvas, 0,98
e 0,96 para as outras duas curvas. De acordo com a defini¢do de requisitos
minimos de desempenho para gPCR, o R? deve estar acima de 0,98 e a
eficiéncia da PCR entre 90% e 110%, o que significa coeficientes
angulares entre -3,6 e -3,1 (COSTA et al., 2012; JIANG et al., 2009; ZEL
et al., 2008). As eficiéncias de PCR e a linearidade da curva padréo
indicaram que o gene nifA era adequado para a analise quantitativa do
DNA alvo.

Outros métodos de PCR em tempo real para linhagens de
Azospirillum apresentaram valores semelhantes para os parametros de
gPCR. O método de qPCR proposto para A. lipoferum linhagem CRT1,
os valores de E estavam entre 80% e 99% e os valores de R? foram
superiores a 0,98 (COUILLERQOT, OLIVIER et al., 2010), enquanto que
para o método de gPCR desenvolvido para A. brasilense linhagens UAP-
154 e CFN-535, os valores de E foram cerca de 90% e os valores de
coeficiente de correlagdo (R?) foram superiores a 0,99 (COUILLEROT,
O. etal., 2010).

A fim de avaliar o efeito da presenca de DNA de plantas para a
amplificacdo do DNA alvo bacteriano, a eficiéncia de amplificacdo deste
método gqPCR foi estimada com diluicdo seriada de DNA bacteriano na
presenca de uma quantidade constante de DNA de raizes de milho, ou
com diluicdo seriada de DNA de raizes de milho inoculadas com A.
brasilense. Em ambos os casos, os valores de E eram superiores na
presenga de DNA de fundo do que na presenca de uma solucéo de DNA
bacteriano puro (Tabela 1.5). A presenca de DNA de milho pode ter um
efeito sobre a amplificagdo (ANDERSEN et al., 2006). Além disso,
investigacdes anteriores sugeriram que os diferentes métodos de extragdo
poderiam influenciar a quantificacdo de DNA por PCR em tempo real
(PEANO et al., 2004). Por exemplo, as curvas de calibracéo obtidas com
DNA extraido a partir do milho MON 810 eram diferentes dependendo
do método de extracdo utilizado (CORBISIER et al., 2007).

Foi possivel estimar o nimero de c6pias do genoma bacteriano em
raizes de milho inoculadas. Para ambas as variedades de milho cultivadas
in vitro, o nimero de cdpias de DNA bacteriano por grama de massa
fresca de raiz aumentou significativamente de 4 para 10 DAI (Figura 1.2).
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Parece que a populacdo de Azospirillum brasilense aumentou
rapidamente no inicio da interagdo com raizes do milho in vitro.

No entanto, para a variedade de milho P30F53 cultivada em potes,
0 nimero de copias de DNA bacteriano por grama de massa fresca de raiz
ndo apresentou diferencas significativas entre amostras coletadas em 1, 4,
7 e 10 DAI. Observou-se uma aparente discrepancia entre 0s nimeros de
copias do genoma por grama de raiz fresca por gPCR (Figura 1.2) e
UFC/g de massa fresca de raiz por contagem em placa de raizes
inoculadas (Tabela 1.1). Por outro lado, a comparacdo de Ct determinado
por qPCR em func¢éo do log de UFC determinado por contagem em placa
de diluicdo em série da cultura de A. brasilense apresentou uma relagdo
linear (Figura 1.1B).

Em trabalho anterior (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013),
sementes de milho foram inoculadas in vitro com A. brasilense nas
mesmas condi¢Bes utilizadas no presente estudo, no entanto, o
crescimento de A. brasilense durante a interacdo planta-bactéria ndo foi
monitorado. A eletroforese em gel bidimensional e espectrometria de
massa foram empregadas para analisar as mudancas no perfil de proteinas
de raizes de milho em resposta a Azospirillum brasilense linhagem FP2
10 dias apds a inoculacdo e 87 spots de proteinas diferencialmente
expressas foram revelados. Observou-se uma diminuicéo significativa de
uma proteina apresentando homologia com a proteina semelhante a
glicoproteina rica em hidroxiprolina (CANGAHUALA-INOCENTE et
al., 2013), que esta envolvida na via de sinalizacdo de defesa (SUJEETH
etal., 2012).

CONCLUSOES

O presente trabalho relata o desenvolvimento de ensaio de qPCR
para a quantificacdo de A. brasilense linhagem FP2 no interior de raizes
de plantas. Os iniciadores desenvolvidos visando gene nifA serdo Uteis
para avaliar, quantificar e monitorar a presenca de A. brasilense FP2 em
plantulas de cultivares de milho, além de permitir verificar a qualidade de
inoculantes utilizados nas culturas.
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Material Suplementar

Tabela S1.1 - Contagem em placa (aliquota de 0,1 ml) da cultura de A. brasilense
(DOgoonm 0,8) ap6s diluicdo seriada.

Diluicdo Seriada Contagem em Placa UFC/mL
10* >250 -
27 2,7x107
-5 )
10 31 3,1x107
6 6,0 x 107
-6 1
10 13 1,3x108
1 -
-7
10 1 i

Tabela S1.2 - Deteccdo de Azospirillum brasilense linhagem FP2 em raizes de
plantulas de milho (variedades P30F53 e DKB240) por PCR usando iniciadores
AznifA-A. As plantas foram cultivadas in vitro.

Replicata Plantulas controle Plantulas inoculadas

DAL Biologica ~DKB240 _ P30F53  DKB240 __ P30F53
1 — — — —
1 2 - - + -
3 — — — —
1 — — — —
4 2 - - + +
3 - - + +
1 - - + +
7 2 - - + +
3 - - + +
1 - - + +
10 2 - - + +
3 — - + +

+ significa presenga e — significa auséncia de amplificacao.
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Figura S1.1 - PCR de raizes de milho, utilizando iniciadores (A) AznifA-A
visando o gene nifA de Azospirillum brasilense (439 pb) e (B) visando gene zeina
de milho ZEO (329 pb). As plantulas (variedade DKB 240) foram cultivadas in
vitro. Superior: 1 — Marcador Molecular (50 pb); 2a 4 — Controle 1 D.A.l.;5a7
— Controle 4 D.A.l.; 8a 10 — Controle 7 D.A.l.; 11 a 13 — Controle 10 D.A.l.; 14
— Azospirillum brasilense FP2. Legenda Parte Inferior: 1 — Marcador Molecular
(50 pb); 2a4 — Inoculado 1 D.A.l.; 5a 7 — Inoculado 4 D.A.1.; 8 a 10 — Inoculado
7D.A.l; 11 a13 - Inoculado 10 D.A.l.; 14 — Azospirillum brasilense FP2. 10 pl
do produto de PCR + 1 mL de tampé&o de carregamento por canaleta.
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Figura S1.2 - PCR de raizes de milho, utilizando iniciadores (A) AznifA-A
visando o gene nifA de Azospirillum brasilense (439 pb) e (B) visando gene zeina
de milho ZEO (329 pb). As plantulas (variedade P30F53) foram cultivadas in
vitro. Superior: 1 — Marcador Molecular (50 pb); 2a4 — Controle 1 D.A.l.;5a7
— Controle 4 D.A.l.; 8a 10 — Controle 7 D.A.l.; 11 a 13 — Controle 10 D.A.Il.; 14
— Azospirillum brasilense FP2. Legenda Parte Inferior: 1 — Marcador Molecular
(50 pb); 2a4 —Inoculado 1 D.A.l.; 5a7 — Inoculado 4 D.A.l.; 8 a2 10 — Inoculado
7D.A.l;; 11 a 13 - Inoculado 10 D.A.l.; 14 — Azospirillum brasilense FP2. 10 pl
do produto de PCR + 1 mL de tampdo de carregamento por canaleta.
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CAPITULO 2

Perfil protebmico de raizes de milho (variedade P30F53) inoculado
com Azospirillum brasilense linhagem FP2

FALEIRO, A. C.; VALENTIM NETO, P. A.; BALSAMO, G. M,;
SOUZA, T. V.; SANTOS, M.; ARISI, A. C. M*. Proteomic profile of
Zea mays roots (P30F53) inoculated with Azospirillum brasilense
strain FP2
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RESUMO

As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV) sdo
consideradas como tendo um efeito benéfico sobre as plantas hospedeiras.
Azospirillum brasilense é uma diazotrofica relacionada com culturas
agricolas importantes, tais como milho e trigo, e tem sido utilizada como
organismo-modelo para investigar promogdo do crescimento de plantas
associadas. A promocéo do crescimento vegetal pelos RPCV envolvem
varios mecanismos, entre eles, a capacidade de fixacdo bioldgica do
nitrogénio e a producéo de fitorménios. Contudo, 0s mecanismos para a
promogdo do crescimento ndo sdo totalmente compreendidos.
Comparando-se plantulas da variedade P30F53, controle e inoculadas
com A. brasilense FP2, foram encontradas diferencas significativas 7 dias
apos a inoculacdo (DAI) em 7 dos 8 pardmetros avaliados (massa fresca
e tamanho da folha, massa fresca e tamanho da raiz principal, nimero de
raizes laterais, massa fresca e nimero de raizes adventicias e massa fresca
total das raizes). A observagdo de raizes através da microscopia eletrénica
de varredura (MEV) mostrou que A. brasilense FP2 se liga a superficie
radicular, tanto na regido do apice quanto do terco médio, e podem ser
encontradas como células simples ou agregadas. Neste estudo foi
empregada a eletroforese em gel bidimensional e espectrometria de massa
para analisar as mudancas no perfil de proteinas de raizes de milho em
resposta a A. brasilense linhagem FP2 sete dias apds a inoculagao, sendo
detectados 46 spots de proteinas diferencialmente acumuladas em raizes
de milho da variedade Pioneer 30F53. As proteinas foram identificadas a
partir da sua impressao digital da massa de peptideos através de pesquisa
na base de dados NCBInr, e uma identidade presumida pode ser atribuida
para 3 spots considerando e-valor < 0,05. Duas proteinas (spots 411 e
904) apresentaram homologia com proteinas hipotéticas de Zea mays,
sendo ZEAMMB73_130777 e ZEAMMB73_607847, respectivamente.
Uma proteina apresentou homologia com uma proteina hipotética de
Oryza sativa.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, interacdo planta-bactéria,
protedbmica, RPCV
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INTRODUCAO

Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV) sao
consideradas como tendo um efeito benéfico sobre as plantas hospedeiras
e, dentre elas, Azospirillum brasilense que é um diazotréfo relacionado
com culturas agricolas importantes, tais como milho e trigo, e tem sido
utilizada como organismo-modelo para investigar a promogdo do
crescimento vegetal. Sabe-se h4 muito tempo, que A. brasilense tem
efeitos benéficos sobre as plantas inoculadas (ARRUDA et al., 2013;
HUNGRIA, M. et al., 2010). A inoculacdo com A. brasilense tem a
capacidade de promover o desenvolvimento de raizes laterais e
adventicias em diversas plantas (FIBACH-PALDI; BURDMAN; OKON,
2012; MOLINA-FAVERO et al., 2008), bem como favorece o
crescimento das plantas por meio de uma interacdo eficiente com as raizes
das plantas hospedeiras (KATSY; PRILIPOV, 2009). A bactéria coloniza
a superficie da raiz e estimula a proliferacdo de raizes nas plantas através
da produgdo de auxinas, resultando em maior exsudacdo radicular da
planta (FIBACH-PALDI et al., 2012; LIN et al., 2011). No entanto, os
mecanismos de promogdo do crescimento ndo estdo completamente
entendidos, o efeito tem sido principalmente atribuido a producéo de
fitormonios e & fixacdo bioldgica de nitrogénio, entre outros mecanismos
(CASTELLEN et al., 2009; DE-BASHAN; BASHAN, 2004).

Por mais de 100 anos, o milho tem sido um dos principais produtos
agricolas utilizados como alimento, na producdo de racdes e matéria-
prima industrial para biocombustiveis e bioprodutos (FEUILLET;
EVERSOLE, 2009). O rendimento da cultura de milho no Brasil para a
safra 2012/2013 foi de 81.007,20 milhBes de toneladas e a area total de
milho plantado no Brasil foi de 15.821,90 milhdes de hectares (CONAB,
2013). Estudos realizados com varias espécies de plantas provaram ser
possivel conseguir um aumento de 5 a 30% de rendimento por meio da
inoculagdo com Azospirillum, especialmente quando usado com baixas
guantidades de fertilizante quimico nitrogenado (OKON, Y.;
LABANDERA-GONZALEZ, 1994). Em experimentos de campo
conduzidos no Brasil, inoculantes liquidos e a base de turfa carregando
uma combinacdo de linhagens de A. brasilense aumentou a producéo de
milho em 27%. Os efeitos da inoculagdo foram atribuidos ao aumento
geral na absorcéo de varios macro e micronutrientes (HUNGRIA, M. et
al., 2010). Em experimentos realizados em casa de vegetacdo, este
aumento da produtividade pode ser ainda maior (HOLGUIN et al., 1999),
sendo também possivel observar mudancas significativas nos perfis



68

metabolicos secundarios de raizes e parte aérea de milho inoculadas com
linhagens de Azospirillum (WALKER et al., 2012).

A interagdo precoce entre RPCV e plantulas é importante para o
estabelecimento na rizosfera de células bacterianas ou promogdo bem
sucedida do crescimento vegetal (WALKER et al., 2012). Portanto, para
gue RPCV tenham um efeito benéfico sobre o crescimento da planta
através de uma melhoria do estado nutricional de seu hospedeiro, €
necesséaria uma relacéo intima entre a RPCV e a planta hospedeira. No
entanto, o grau de intimidade entre a RPCV e a planta hospedeira pode
variar dependendo de onde e como a RPCV coloniza a planta hospedeira
(VERMA et al., 2010).

Assim, uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
pelo qual as plantas controlam esta associacdo pode contribuir para a
melhoria desta interagdo (BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2012; VARGAS et al., 2012). Embora tenha havido
avangos significativos na elucidacdo dos detalhes de interacdes planta-
bactéria nos dltimos anos (GUTIERREZ-LUNA et al., 2010;
KARTHIKEYAN et al., 2012), muitas questdes fundamentais sobre estes
processos precisam ser resolvidas (YANG et al.,, 2013). Porém, as
abordagens que analisam apenas uma Unica via bioquimica muitas vezes
perdem a multiplicidade de efeitos que plantas e bactérias tém um sobre
0 outro, motivando o emprego de abordagens mais amplas, como a anlise
protedbmica, que permite aos pesquisadores investigar a resposta
detalhada de plantas e bactérias (CHENG et al., 2010).

A eletroforese em gel bidimensional (2DE) combinada com a
espectrometria de massa é um dos métodos mais amplamente utilizados
para comparar proteomas de plantas para identificar proteinas expressas
diferencialmente (CHENG et al., 2010). Assim, este estudo teve como
objetivo, através da analise protedmica e da espectrometria de massa,
detectar e identificar proteinas diferencialmente acumuladas em raizes de
milho da variedade P30F53 em resposta a inoculagdo com A. brasilense
linhagem FP2.
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MATERIAL E METODOS
Inoculagéo de mudas e condic¢do de crescimento

Sementes de milho (Zea mays, cv. P30F53) foram desinfectadas
através de trés lavagens com agua ultrapura esterilizada, seguida de etanol
a 70% durante 3 min e por hipoclorito de sddio a 2% e 2,5% de Tween-
20 (USB, Cleveland, OH, EUA), durante 30 minutos. As sementes foram
entdo lavadas trés vezes com éagua ultrapura esterilizada por agitagéo
suave, transferidas para placas de agar contendo 0,8% de agar e mantidas
durante 3 dias em cdmara de crescimento a uma temperatura de 25 °C, no
escuro, para a germinacao.

Azospirillum brasilense linhagem FP2 (cepa Sp7 ATCC 29145
Nal? SmR) (PEDROSA; YATES, 1984) foi cultivada em um agitador
orbital (120 rpm) a 30 °C em 30 mL de meio NFbHPN suplementado com
5 mg de lactato de sodio/L (PEDROSA; YATES, 1984) até alcancar a
DOgoo de 0,8 (108 células/mL) . Apds diluicdo da suspensdo bacteriana,
trinta plantulas foram incubadas em 30 mL de meio NFb lactato, 1 mL
10° células bacterianas.mL™ de A. brasilense linhagem FP2, sem fonte de
nitrogénio em um agitador orbital (80 rpm) durante 30 min a 30 °C
(BALSANELLI et al., 2010). As plantulas controle foram submetidas as
mesmas condi¢des, no entanto, sem a presenca da bactéria.

Ap0s a incubacéo, as sementes pré-germinadas foram lavadas com
solucdo salinaa 0,9% durante 1 min e, em seguida, transferidas para tubos
de vidro contendo meio de cultivo liquido para plantas (EGENER et al.,
1999). As pléntulas de cada tratamento foram cultivadas lado a lado numa
camara de ambiente controlado durante 10 dias (16h de fotoperiodo, 150
pumol.m?2.s1, 25 °C claro/23 °C escuro e 40% de umidade). Amostras de
raizes coletadas 7 DAI foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e estocadas a -80 °C para extracéo de proteinas. Trés experimentos
independentes foram realizados em diferentes periodos de tempo.

Avaliagdo dos parametros de crescimento

O comprimento da raiz e da parte aérea, bem como a massa fresca
e nimero de raizes laterais foram mensurados 1, 4, 7 e 10 DAI. Todos 0s
dados dos parametros de crescimento foram analisados pelo teste ndo-
paramétrico de Wilcoxon (P<0,05), utilizando o software R v2.15.3 (R
Development Core Team R: A language and environment for statistical
computing. http://www.R-project.org/).
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Microscopia eletrdnica de varredura

Os tercos médio e o apice de raizes inoculadas com A. brasilense
foram coletados 7 DAI. As amostras foram fixadas em glutaraldeido a
2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1 mol L a pH 7,2, lavadas com o
mesmo tampao e desidratadas uma série alcoolica (20, 40, 60, 70, 80, 90,
96%, 100%) durante 30 minutos a cada concentragdo. ApOs a
desidratacdo completa, as amostras foram secas ao ponto critico do CO;
Leica EM CDP 300, de acordo com Horridge e Tamm (1969). As
amostras secas foram fixadas em suportes de aluminio com o auxilio de
fita de carbono dupla face e revestidas com 20 nm de ouro por
pulverizacdo catédica marca Leica, modelo SCD500 para o estudo
ultraestrutural em Microscépio Eletronico de Varredura JEOL JSM-
6390LV, no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica Universidade
Federal de Santa Catarina (LCME — UFSC).

Extracdo de proteinas por eletroforese em gel bidimensional

A extracdo da proteinas foi realizada utilizando o protocolo
proposto por Prinsi et al. (2009), com modificacGes nos tempos de
centrifugacdo, conforme descrito a seguir. Uma amostra de raizes
controle e uma de raizes inoculadas coletadas 7 DAI foram usadas para
cada triplicata bioldgica, gerando trés extratos de proteina a partir de cada
tratamento. Raizes congeladas foram moidas em nitrogénio liquido até a
formacdo de um po6 fino usando um almofariz e pildo estéreis, cerca de
250 mg de cada amostra (trés raizes) foram extraidas com 4 mL de tampéo
de extragdo (0,5 mol L* Tris-HCI, pH 8; 0,7 mol L de sacarose; 100
mmol L' EDTA; PMSF 1 mmol L?; 1% (m/v) de CHAPS, 14 mmol L
DTT; inibidor de protease Roche) por homogeneizacdo em vortex. Apds
centrifugacdo a 20000 x g durante 20 min a 4 °C, a fase superior foi
transferida para um novo tubo e o tampdo de precipitagéo (12,5% (m/v)
de TCA e 0,125% (m/v), DTT em acetona pura) foi adicionado. Apoés a
incubacdo a -20 °C durante 1 hora e centrifugacdo a 20000 x g durante 20
min a 4 °C, o sedimento foi lavado com metanol e acetona contendo 0,1%
(m/v) de DTT. Peletes de proteinas secas foram ressuspensos em solucédo
de reidratacdo DeStreak. Ap6s incubacdo durante 30 min a temperatura
ambiente e centrifugacdo a 10000 x g durante 30 min a 4 °C, o
sobrenadante foi usado para purificagéo da proteina utilizando 2D Clean-
up Kit. As concentracdes de proteina foram determinadas usando o 2D
Quant Kit (GE Healthcare®).
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Eletroforese em gel bidimensional (2DE)

A 2DE foi realizada utilizando Ettan IPGphor 3, sistema SE 600
Ruby (GE Healthcare®) usando o protocolo de acordo com o fabricante.
As proteinas totais (250 pg) foram misturados em 250 L de tampéo de
reidratacdo (7 mol L de ureia, 2 mol L tioureia, 2% m/v de CHAPS,
0,28% m/v de DTT, 1% v/v de tampdo IPG e 0,002% de azul de
bromofenol) e focalizacdo isoelétrica (IEF), utilizando tiras IPG de 13
centimetros de gradiente linear de pH 4-7 (Imobiline DryStrip, GE
Healthcare®). A IEF foi realizada utilizando os seguintes passos: 50 V
por 30 min, 500 V por 60 min, 1000 V por 60 min, 4000 V por 60 min,
8000 V para 140 min e 8000 V por 30 min até que um total de 21 kWh
tivesse sido acumulado. As proteinas foram subsequentemente reduzidas
com DTT e alquiladas com iodoacetamida, antes da segunda dimenséo
(SDS-PAGE), com uma solugdo contendo 6 mol L* de ureia, 30%
glicerol, 2% de SDS, 75 mmol L de Tris-HCI, pH 8,8, 0,002% de azul
de bromofenol e 1% m/v de DTT, durante 15 min, e com a mesma solugdo
contendo 2,5% m/v de iodoacetamida em vez de DTT, durante 15 min. A
tira de gel equilibrada foi entdo colocada no topo do gel SDS-PAGE
12,5% e selada com 0,5% de agarose contendo azul de bromofenol. A
corrida em gel de SDS-PAGE foi realizada a 15 mA por gel durante 25
min, depois a 30 mA por gel até que linha de frente atingisse o fim do gel.
Imediatamente, os géis foram fixados em solugdo contendo 50% (v/v) de
metanol, 10% (v/v) de acido acético, e corante Comassie Blue Brilhante
contendo 10 % (m/v) de sulfato de amdnio, 10% (v/v) de acido fosférico,
20% (v/v) de metanol. Os géis corados foram mantidos em 1% (m/v) de
acido acético a 4 °C até serem visualizados utilizando um scanner
Labscan (GE Healthcare®). As imagens resultantes dos seis géis foram
exportadas para ImageMasterTM software Platinum v.7.0 (GE
Healthcare®). Os seguintes pardmetros foram utilizados para a detecgao
dos spots: saliéncia > 100, area > 11 e suavidade > 6. Os volumes de
proteina foram normalizados com base no volume total de spots validos
e a abundancia de cada spot de proteina foi estimada pela percentagem
em volume (% vol.). As proteinas foram aceitas como diferencialmente
acumuladas entre os tratamentos, quando eles apresentaram uma variacao
de mais de duas vezes. Spots reprodutiveis em repeticfes biolégicas e
representando diferenca significativa (ANOVA P < 0,05) foram incluidos
na analise.
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Digestéo de proteinas e anélise de MALDI-TOF-MS

Os spots de proteinas de géis corados foram excisados
manualmente e submetidos ao processo de descoloragdo em 400 uL de
uma solucéo (v/v) 50% acetonitrila (ACN), 25 mmol L de bicarbonato
de amdnio (NHsHCO3) durante 30 minutos & temperatura ambiente. O
procedimento foi repetido duas vezes. A solugdo foi substituida por 200
pL de acetonitrila pura durante 5 minutos e secou-se sob vacuo. As
proteinas foram entdo incubadas durante 30 minutos em gelo na presenca
de 10 pL de tripsina 20 ng/uL de (tripsina V5280, Promega), seguido de
18h em NH4HCO3 a 37 °C. Apos tripsinizacdo, os peptideos foram
misturados 1:1 com matriz de MALDI digeridos com 1 pL de solucéo da
matriz acida saturada (5 pg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico, 50%
de ACN e 0,1% de TFA), colocados em placa e deixados para cristalizar
a temperatura ambiente. Dados de EM foram adquiridos usando laser
onde 2000-3000 disparos foram acumulados para cada espectro obtido a
partir do espectrometro de massa Autoflex [Il MALDI-TOF (Bruker
Daltonics). O espectrometro de massa foi ajustado para 0 modo MALDI-
TOF impressdo digital de massa do peptideo (PMF - peptide mass
fingerprint), com o modo totalmente automatico usando FlexControl™,
Neste estudo, foram utilizados 20 kV de aceleragdo e frequéncia do laser
de 50 Hz. A calibragdo externa foi realizada utilizando uma mistura de
ions de peptideos [M + H]* de angiotensina I, angiotensina I, substancia
P, bombesina e horménio adrenocorticotréfico. O espectro gerado foi
analisado por FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
As proteinas foram analisadas por PMF e a lista de massas derivada de
peptideos foi pesquisada em NCBInr utilizando o programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com/cgi/protein-view). Os seguintes
pardmetros foram utilizados para pesquisas no banco de dados:
Taxonomia: Viridiplantae e Proteobacteria; enzima: tripsina. O limite de
erro de massa do peptideo foi fixado em + 120 ppm; EM tolerancia da
massa do ion foi fixado em 0,6 Da; carga do peptideo 1 H*
Carbamidometilacdo da cisteina e oxidacdo da metionina foram
selecionadas como modificagBes fixa e varidvel, respectivamente.
Quando as proteinas foram identificadas como "putativa ndo-
caracterizada", as sequéncias homologas foram encontrados utilizando a
pesquisa BLAST contra a UniProtKB.
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RESULTADOS
Avaliacdo dos parametros de crescimento

Aumento significativo foi observado nas plantulas inoculadas para
comprimento da raiz principal e da parte aérea e massa fresca da parte
aérea 4 DAI, para todos os parametros medidos 7 DAI e para o
comprimento da raiz principal e nimero de raizes laterais 10 DAI (Figura
2.1). Apenas o0 nimero de raizes adventicias ndo apresentou diferencas
significativas para os periodos de tempo amostrados.

Microscopia eletronica de varredura

Raizes de plantulas de milho crescidas em tubos de ensaio e
inoculadas com A. brasilense FP2 foram coletadas 7 DAI e as
observaces através da MEV mostraram a presenca de bactérias, tanto nos
tercos médios como no apice da raiz com diferentes graus de colonizacao.
E possivel visualizar as células individuais (Figuras 2.2, 2.3A e 2.3B,
2.5A e 2.5B), o inicio da formacdo de biofilmes que reveste a superficie
da raiz (Figura 2.4), bem como os grupos pequenos de bactérias (Figuras
2.5A e 2.5B). As células bacterianas observadas exibiram a forma
vibridide de A. brasilense (Figura 2.6) e exibiram um espesso material do
tipo fibrilar ligando-os as raizes e uns aos outros sobre a superficie da raiz
(Figura 2.4).

Em estudo anterior, empregando a técnica de qPCR (FALEIRO et
al., 2013), A. brasilense FP2 foi detectado apenas a partir do 4.° dia ap6s
a inoculagdo. Assim, os resultados obtidos a partir da microscopia
eletrénica de varredura estdo de acordo com os resultados encontrados
previamente.
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Figura 2.1 - Parametros de crescimento de plantulas de milho (variedade P30F53)
cultivadas in vitro ap6s a inoculacéo com Azospirillum brasilense FP2. Amostras
controle e inoculadas coletadas 1, 4, 7 e 10 dias apds a inoculagdo (DAI)
Asteriscos indicam diferengas significativas entre os tratamentos (controle e
inoculado) em cada tempo de amostragem para o teste Wilcoxon (P < 0,05). Os
dados sdo apresentados como médias + DP (n = 27).
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X3,000 5um LCME-UFSC

Figura 2.2 — Eletromicrografia de superficie de raizes de milho inoculadas com
A. brasilense FP2. Bactérias como células simples associadas as células
epidérmicas da regido do &pice da raiz de milho da variedade P30F53 4 DAI.
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Figura 2.3 — Eletromicrografia de superficie de raizes de milho (variedade
P30F53) inoculadas com A. brasilense FP2. A e B: Bactérias como células
simples (setas brancas) e bactérias reunidas em pequenos grupos (setas pretas)
associados com as células epidérmicas de apice da raiz (B).
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Figura 2.4 — Eletromicrografia de superficie de raizes de milho inoculadas com
A. brasilense FP2, mostrando a formacdo de biofilme sobre a superficie das
células da epiderme na regido do terco médio da raiz de milho da variedade
P30F53 7 DAI. Note-se a presenca de espesso material do tipo fibrilar (FM),
produzido pelas células bacterianas.
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10kV — X3,000 - 5um

% 5pm LCME-UFSG

10KV X3,000

Figura 2.5 — Eletromicrografia de superficie de raizes de milho inoculadas com
A. brasilense FP2. A e B: Bactérias como células simples (setas brancas) e células
agregadas (setas pretas) associados com as células epidérmicas da regido do apice
de raiz de milho da variedade P30F53 10 DA
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10kV & X8,000 2um LCME-UFSC

Figura 2.6 — Forma vibridide de A. brasilense FP2 (VAS) na superficie de células
da epiderme na regido do terco médio da raiz de milho (P30F53) 7 DAI. Note-se
a presenca de espesso material do tipo fibrilar (FM), produzido pelas células
bacterianas.

Eletroforese em gel bidimensional (2DE)

Um total de 961 diferentes spots de proteina e 908 spots
correspondentes (presentes em todos os géis) (99%) foram detectados em
mapas 2DE de trés raizes controle e um total de 993 spots e 822 spots
correspondentes (98%) foram detectados em mapas 2DE de trés raizes
inoculadas (Figura 2.7).

A variabilidade entre as replicatas bioldgicas foi avaliada a partir
dos graficos de dispersdo de spots correspondentes. Comparando 0s spots
combinados de mapas 2DE de trés replicatas de raizes controle, os
coeficientes angulares foram de 1,03 e os coeficientes de correlagdo dos
graficos de dispersdo estavam na faixa de 0,902-0,933 (Tabela 2.1). No
que diz respeito aos spots correspondentes de trés géis (triplicatas) de
raizes inoculadas, o coeficiente angular variou de 0,925-1,06 e o0s
coeficientes de correlagdo de graficos de dispersdo estavam na faixa de
0,845-0,919 (Tabela 2.1). A anélise protedbmica revelou 46 spots de
proteinas diferencialmente acumuladas, 15 tiveram sua expressdo
aumentada e, 19, reprimida nas raizes inoculadas em relacdo as raizes
controle, 5 foram exclusivamente expressos em raizes controle e 7
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exclusivamente expressos em raizes inoculadas e, destas proteinas,

apenas 3 foram identificadas (Tabela 2.2).
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Figura 2.7 - Géis de referéncia (2DE) do proteoma de raizes de milho da
variedade P30F53, raizes de milho controle (C3) e inoculadas com Azospirillum
brasilense linhagem FP2 (12). O spot 411 apresentou expressao diminuida em
raizes controle, enquanto os spots 904 e 1434 apresentaram expressdo aumentada
nas raizes inoculadas.
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Tabela 2.1 - NUmero total de spots e de spots correspondentes, coeficiente angular e coeficiente de correlagdo dos graficos de
dispersdo dos mapas 2DE de raizes controle (C) e raizes inoculadas (1).

Gel Total de Spots % Spots Coeficiente Coeficiente de
spots Correspondentes Correspondentes Angular Correlagéo
C3 (ref) 961 853 89 - -
C1 913 901 99 1,03 0,902
C2 954 874 92 1,03 0,933
12 (ref) 993 849 85 1,06 0,919
11 837 811 97 1,01 0,845

13 929 811 87 0,925 0,918
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Espectrometria de Massa

Todas as proteinas diferencialmente acumuladas foram analisadas por
espectrometria de massa. As proteinas foram identificadas a partir da sua
impressao digital da massa de peptideos através de pesquisa na base de dados
NCBInr, e uma identidade presumida pode ser atribuida para 3 spots
considerando e-valor < 0,05 (Tabela 2.3).

Tabela 2.2 - Spots de proteinas diferencialmente acumulados nas raizes de milho
inoculadas com Azospirillum brasilense linhagem FP2 com relacdo as raizes
controle de milho.

Acumulagio Diferencial Numero de spots  NUmero de proteinas

de proteina identificadas
Proteinas com expressdo
15 2

aumentada
Proteinas com expressao

Y 19 1
diminuida
Proteinas exclusivas em raizes 5 )
controle
Proteinas exclusivas em raizes 7 )
inoculadas

Proteinas foram consideradas como sendo diferencialmente expressas se
acumuladas em niveis diferentes, com nivel de confianga de 95% pelo teste t de
Student. Proteinas exclusivos apresentaram % Vol > 0,2.

O spot 904 apresentou expressdo aumentada (3,48 vezes) nas raizes de
plantas inoculadas em relagdo as amostras controle. A proteina (spot 904)
apresentou homologia com a proteina hipotética (ZEAMMB73_607847) de Zea
mays.

O spot 1434 apresentou expressdo aumentada (2,36 vezes) nas raizes de
plantas inoculadas em relagdo as amostras controle. A proteina (spot 1434)
apresentou homologia com uma proteina hipotética de Oryza sativa.

O spot 411 apresentou expressao diminuida, (0,25 vezes) nas raizes de
plantas inoculadas em relacdo as amostras controle. A proteina (spot 411)
apresentou homologia com a proteina hipotética (ZEAMMB73_130777) de Zea
mays.
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Tabela 2.3 - Proteinas identificadas por espectrometria de massa a partir de mapas 2DE de raizes de milho controle e inoculadas
com Azospirillum brasilense linhagem FP2.

Spot Nome da NUmero de Score Cobertura e- MW MW pl pl c
1D? Proteina Acesso® Mascot % valor Teor Exp Teor Exptl e
(kDa)  (kDa) ' '
TPA:

hypothetical
ZE&’,\‘mgB gil414591381 62 20 0043 31,97 28 973 657 348 rr?:;s
_607847,
partial
Hypothetical
protein Oryza
1434  (Oryza sativa 0i|15528848 63 13 0,039 55,58 58 8,97 6,87 2,36 sativa
japonica
group)
TPA:
hypothetical Zea
411 protein 0i|414869158 61 42 0,050 11,50 47 10,17 6,21 0,25 T
ZEAMMB73 y
130777

Espécie

904

a. ID do spot no gel
b. NUmero de acesso do banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)
c. Relagéo de % volume de spot em raizes inoculadas (1) por % de volume de spot em raizes controle (C).
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DISCUSSAO

Em estudo anterior, a colonizacdo de raizes de milho por A.
brasilense foi avaliada pelo método de cultivo convencional, contagem
em placa, nas mesmas condi¢fes experimentais. O ensaio de colonizacao
radicular mostrou que cerca de 10* UFC/g estava presente em raizes
inoculadas 4, 7 e 10 DAI. Néo foi detectada a presenca de bactérias em
raizes coletadas 1 DAI. A presenca de bactérias ndo foi detectada em
todas as raizes controle (FALEIRO et al., 2013).

Parametros de crescimento avaliados para a variedade P30F53,
apresentaram diferencas significativas para massa fresca e tamanho da
folha; massa fresca e tamanho da raiz principal, nimero de raizes laterais;
massa fresca total das raizes e massa fresca das raizes adventicias. Apenas
0 nimero de raizes adventicias ndo apresentou diferenca significativa
para periodos de coleta amostrados (Figura 2.1). No caso da
fitoestimulacdo por Azospirillum, os efeitos positivos diretos sobre o
crescimento das plantas pode ocorrer a partir da fixacdo de nitrogénio
associativa (DE-BASHAN; BASHAN, 2004; WALKER et al., 2011),
pela acdo de fitormdnios, como auxinas (alongamento celular, a formagéo
de raizes laterais), citocinina (divisdo e diferenciacdo celular) e
giberelinas (formacao de raizes laterais e folhas), que sdo produzidos, nao
sO pelas plantas, mas também por A. brasilense (BASHAN et al., 2010;
DODD et al.,, 2010; SAHARAN; NEHRA, 2011). A producdo de
fitorménios tem sido proposta como o principal modo de agdo da RPCV
Azospirillum (DOBBELAERE, S et al.,, 2003). A estimulagdo do
crescimento e da ramificacdo das raizes (EL ZEMRANY et al., 2006;
LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009) promove uma melhoria na
absorcao de agua e de minerais pela planta (EL ZEMRANY et al., 2006;
FALLIK; OKON, 1996). Estes horménios sdo sintetizados pela planta
desde o inicio do desenvolvimento e permanecem durante toda a vida da
planta.

Numerosos estudos tém mostrado que RPCV podem estimular o
crescimento das plantas por meio de varios processos, incluindo a fixagao
bioldgica, a sintese de hormdnios e outras moléculas; solubilizagéo de
fosfato, e exercendo controle biolégico de agentes patogénicos
(FIGUEIREDO et al., 2010; HUNGRIA, M. etal., 2010; IKEDA etal.,
2013). Trabalhos recentes revelaram o controle do metabolismo de
nitrogénio em A. brasilense (INABA et al., 2009; RAJENDRAN et al.,
2011) e os mecanismos moleculares de uma bem-sucedida interacéo
planta-RPCV (BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2012; VARGAS et
al., 2012). Cangahuala-Inocente et al. (2013), empregou eletroforese
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bidimensional e espectrometria de massa para a analisar as mudancgas no
perfil protedbmico de raizes de milho (variedade DKB240) em resposta a
A. brasilense linhagem FP2 10 DAI e foram revelados 87 spots de
proteinas diferencialmente acumuladas. Uma diminuicdo significativa de
uma proteina apresentando homologia a proteina semelhante a
glicoproteina rica em hidroxiprolina foi observada. Esta proteina esta
envolvida na via sinalizadora de defesa.

Considerando que as raizes sdo o local primario de interacdo entre
as plantas e os micro-organismos, foi realizada a analise de raizes de
milho coletadas 7 DAI para observar os eventos iniciais durante a
interacdo planta-bactéria.

A analise ultraestrutural teve como objetivo detectar as bactérias
na superficie da raiz 4, 7 e 10 DAI. Os diferentes padrfes de adsorcao,
como células individuais dispersas aleatoriamente (Figuras 2.2, 2.3A e
2.3B, 2.5A e 2.5B), biofilmes (Figura 2.4), e agregados bacterianos
(Figura 2.5A e 2.5B) assim como a ancoragem de A. brasilense a
superficie radicular por uma rede de material do tipo fibrilar (Figura 2.6)
sdo, provavelmente, caracteristicas comuns do género (GUERRERO-
MOLINA; WINIK; PEDRAZA, 2012; LEVANONY; BASHAN, 1991).
A principal razdo para esta ancoragem pode ser explicada pela constante
producdo de compostos quimicos pelas regides de crescimento da raiz, o
que pode atrair células de Azospirillum (BASHAN; LEVANONY;
KLEIN, 1986), além dos polissacarideos extracelulares produzidos por A.
brasilense (BURDMAN et al., 1998; LERNER etal., 2009; VOLFSON
et al., 2013). Este mecanismo de atracdo é chamado quimiotaxia e esta
relacionada com a capacidade das bactérias associadas com a planta
metabolizarem compostos aromaticos (HARWOOD; RIVELLI;
ORNSTON, 1984; PARALES; HARWOOD, 2002), sugerindo que
compostos aromaticos derivados da planta poderiam servir para recrutar
rizobactérias benéficas a planta para a rizosfera (NEAL et al., 2012).

Essa ligagdo entre A. brasilense FP2 e as raizes de milho
inoculadas (variedade P30F53) foi detectada a partir do 4.° dia apés a
inoculagdo, a partir do qual também foram detectadas diferencas
significativas para massa fresca e comprimento da folha e comprimento
da raiz principal. Considerando que esses eventos sdo estimulados,
basicamente, pela acdo de fitormonios, tais como, auxinas e giberelinas,
esses resultados evidenciam a influéncia de A. brasilense FP2 na sintese
desses fitormdnios, contribuindo para um melhor desenvolvimento da
raiz e da parte aérea de plantulas de milho cultivadas in vitro.
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Experimentos de protedmica foram realizados a fim de detectar as
proteinas diferenciais envolvidas na interacao planta-bactéria. A andlise
protedmica comparativa confiavel requer metodologia validada (CHENG
et al., 2010). O impacto de eletroforese bidimensional (2DE) sobre a
repetibilidade do padrdo dos spots foi investigada comparando a
variabilidade entre as triplicatas. Para verificar a variabilidade do gel ou
variagBes experimentais, tais como disparidades na intensidade de
coloracdo ou carregamento do gel, graficos de dispersdo para 0s spots
correspondentes foram analisados entre as triplicatas (Tabela 2.1). A
variabilidade observada neste estudo, entre os spots detectados em géis
de replicatas biologicas, realizados a partir de trés amostras diferentes foi
considerada aceitavel, pois os valores de CV encontram-se abaixo de
19%. O CV inerente a técnica de 2DE foi definido na faixa de 20-30%,
um valor que é mantido em laboratorios e experimentos (MOLLOY etal.,
2003). Entre as 46 proteinas diferencialmente acumuladas de raizes de
milho (variedade P30F53) inoculadas com A. brasilense FP2, trés spots
foram identificados por EM (Tabela 2.3).

Uma proteina (spot 904), com concentracdo 3,48 vezes maior nas
raizes inoculadas, apresentou homologia com uma proteina hipotética
ZEAMMB73_607847de Zea mays. Esta proteina foi identificada como
sendo homologa (71% de identidade) ao fator de fusdo do gameta
masculino em Arabidopsis HAP2 (GCS1) que é expresso apenas no
esperma hapléide e é necessario para a orientacéo eficaz do tubo polinico
para os 6vulos. Em Arabidopsis a proteina € uma proteina candidata de
membrana com um sinal de secrecdo N-terminal, um Unico dominio
transmembrana e um dominio C-terminal rico em histidina. Esta
envolvida num mecanismo singular para a fusdo de gametas, onde uma
primeira proteina espécie-especifica se liga as membranas dos gametas
masculino e feminino em conjunto, ap6s 0 que, uma segunda proteina
globalmente conservada, quer direta ou indiretamente, causa a fuséo das
duas membranas juntas. A proteina amplamente conservada ¢é
representada por este dominio HAP2-GCS1 conservado a partir de
plantas eucariotas inferiores (VON BESSER et al., 2006).

O spot 1434 (MW 58 kDa e pl 6,87), com concentracao 2,36 vezes
maior nas raizes inoculadas, apresentou homologia com uma proteina
hipotética de Oryza sativa grupo Japonica que apresentou baixa
homologia (46% de identidade) com o dominio NB-ARC. O dominio NB-
ARC é um motivo de sinalizacdo encontrado em bactérias e eucariotos.
Este dominio foi estruturalmente caracterizado na proteina apoptética
humana fator apoptdtico 1 ativador de protease (Apaf-1) (VAN DER
BIEZEN; JONES, 1998). E um dominio ATPase funcional e ao seu estado
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de ligacdo de nucleotideos é proposto regular a atividade da proteina de
resisténcia (proteina R) (VAN OOIWJEN et al., 2008), que confere
especificidade para o sistema imune inato em plantas (TAMELING et al.,
2006). PropGe-se que a ligacdo e hidrdlise do ATP por este dominio
induza alteragdes conformacionais da proteina total, levando a formacéo
do apoptossomo (VAN DER BIEZEN; JONES, 1998).

Uma proteina (spot 411, MW 47 e pl 6,21), com diminui¢do de
acumulo em relacdo ao controle (0,25 vezes) em raizes inoculadas, foi
identificada como uma proteina hipotética ZEAMMB73_130777 de Zea
mays e apresentou homologia (100% de identidade) com a
Paal_tioesterase, uma acil-CoA tioesterase tetramérica, uma das varias
proteinas responsaveis pela degradacdo do acido fenilacético (PA) em
bactérias (DILLON; BATEMAN, 2004). O fenilacetato é uma
substancia-chave produzida na biodegradacdo de certos compostos
aromaticos, tais como os acidos n-fenilalcan6icos com um nimero par de
atomos de carbono. A degradacdo do fenilacetato é catalisada por uma
série de enzimas codificadas pelo grupo de genes paa (KUNISHIMA et
al., 2005). A similaridade de sequéncia entre Paal e a cadeia média acil-
CoA tioesterase Il e I11 de E. coli e a tioesterase humana sugere que todas
elas pertencem a mesma superfamilia tioesterase (KUNISHIMA et al.,
2005). A dobra conservada, presente nessas tioesterases € referida como
uma dobra assimétrica, semelhantes as de 4-hidroxibenzoil-CoA-
tioesterase (4HBT) e o0s beta-desidratases hidroxidecanoil-ACP
(FabA/FabZ) (LEESONG et al., 1996). De modo geral, as acil-CoA
tioesterases atuam no metabolismo de 4acidos graxos (DILLON;
BATEMAN, 2004).

CONCLUSAO

A andlise dos pardmetros de crescimento mostrou que a variedade
P30F53 responde a A. brasilense FP2, pois existem diferencas
significativas para massa fresca e tamanho da folha; massa fresca e
tamanho da raiz principal, nimero de raizes laterais; massa fresca total
das raizes e massa fresca das raizes adventicias. Esses resultados
associados ao resultado de estudos anteriores (BRACCINI et al., 2012;
HUNGRIA, M. et al., 2010; PICCININ et al., 2013) sugerem que A.
brasilense FP2 é um ¢&timo candidato para o desenvolvimento de
inoculantes.

Além disso, o estudo ultraestrutural mostrou que A. brasilense
linhagem FP2 liga-se a superficie da célula, tanto no &pice da raiz como
no terco médio, e pode ser encontrado a partir de células individuais até
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formando um biofilme, que é uma estrutura de grande importancia para o
processo de ligagdo entre as bactérias e as plantas. Essa ligacdo foi
detectada a partir do 4.° dia ap6s a inoculacdo, a partir do qual também
foram detectadas diferencas significativas para massa fresca e
comprimento da folha e comprimento da raiz principal. Considerando que
esses eventos sdo estimulados, basicamente, pela acdo de fitormonios, tais
como, auxinas e giberelinas, esses resultados evidenciam a influéncia de
A. brasilense FP2 na sintese desses fitorménios, contribuindo para um
melhor desenvolvimento da raiz e da parte aérea de plantulas de milho
cultivadas in vitro.

Nosso estudo de protedmica revelou 46 proteinas diferencialmente
acumuladas de raizes de milho (variedade P30F53) inoculadas com A.
brasilense FP2 e trés proteinas foram identificados por EM. As proteinas
identificadas estéo envolvidas na orientagéo do tubo polinico até o 6vulo
(spot 904); no mecanismo de defesa vegetal, a partir da regulagdo da
atividade da proteina R (spot 1434); e no metabolismo de acidos graxos
(spot 411).
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Figura S2.1 — Padrdo do proteoma (2DE) da variedade de milho P30F53, géis de

raizes controle (C1 e C2) e inoculadas (11 e 13) com Azospirillum brasilense
linhagem FP2.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inoculacdo de sementes de milho da variedade P30F53 com A.
brasilense FP2 mostrou que diferencas significativas 7 DAI em quase
todos os pardmetros analisados, evidenciando a acdo de fitorménios
(auxinas e giberelinas) nos resultados obtidos e concordando com varios
estudos sobre o uso desta bactéria como inoculante em diversas e
importantes culturas.

Além disso, os resultados obtidos a partir de gPCR e estudos
ultraestruturais, mostram a presenca de A. brasilense FP2 associado as
raizes a partir do 4.° DAI, corroborando com os resultados obtidos para
0s parametros de crescimento, onde as diferencas significativas entre
raizes controle e inoculadas surgem a partir do mesmo periodo de
amostragem.

O presente trabalho relata o desenvolvimento de ensaio de gPCR
para a quantificacdo de A. brasilense em raizes de plantas. Os iniciadores
desenvolvidos apresentando como alvo o gene nifA serdo Uteis para
monitorar o crescimento de Azospirillum brasilense em culturas. O
desenvolvimento de iniciadores para a quantificacdo de A. brasilense nas
raizes de plantas por qPCR permitird avaliar a presenca da bactéria na
rizosfera e 0 monitoramento do estabelecimento desta bactéria durante o
desenvolvimento das culturas, auxiliando, assim, na compreensdo do
mecanismo da interacdo planta-bactéria e, consequentemente, 0s seus
efeitos sobre as culturas.

Esses iniciadores poderdo, ainda, ser empregados para verificar a
qualidade de inoculantes disponiveis usados como forma de reduzir a
adubaco nitrogenada sem perda de rendimento das culturas.

Segundo Hungria (2011), devido as perdas da fertilizacdo
nitrogenada, a eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados pelas
plantas e o prego médio dos fertilizantes nitrogenados no mercado
nacional, o uso de linhagens selecionadas de A. brasilense como
inoculante, podera resultar numa economia estimada de U$ 2 bilhdes de
délares por ano e menores danos ao meio ambiente.

A anélise protedmica revelou 46 proteinas diferencialmente
acumuladas em raizes de milho (variedade P30F53) inoculadas com A.
brasilense FP2, sendo que, destas, trés spots foram identificados por
espectrometria de massa e apresentaram homologia com proteinas
hipotéticas de milho e arroz. Aparentemente, as proteinas hipotéticas
identificadas por EM estdo relacionadas a processos celulares como
sinalizag8o celular, metabolismo de &cidos graxos e mecanismo de defesa
contra patégenos. Assim, é necessario a realizacdo de estudos buscando
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compreender melhor o mecanismo da interacdo planta-bactéria e
determinar quais linhagens de A. brasilense sdo mais eficientes na
promocdo do crescimento vegetal, bem como, a melhor forma de
inoculacdo de A. brasilense para as diversas culturas de gramineas.
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