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Resumo

Bactérias promotoras do crescimento vegetal sdo consideradas uma solucdo promissora para uma
agricultura mais ecoldgica e sustentavel. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de
Herbaspirillum seropedicae sobre as taxas fotossintéticas, teor de clorofila e genes relacionados a
maquinaria fotossintética. Para isso foram utilizadas plantas de milho inoculadas com H. seropedicae e apés
cinco dias foram realizadas analises de trocas gasosas (absorcdo liquida de CO,, condutancia estomatica e
transpiracéo), fluorescéncia da clorofila a, conteudo de clorofila e expressdo génica relacionada ao aparato
fotossintético. Nossos dados revelaram que a inoculagdo promove o crescimento de plantas de milho nos
primeiros dias de desenvolvimento e acimulo de matéria seca da parte aérea e da raiz. Além disso, a
inoculacdo aumenta os teores de clorofila. No entanto, nenhuma alteracdo marcante foi observada para 0s
dados de trocas gasosas. Dados de expressdo génica indicaram que h&d uma maior mudanga no perfil
transcricional de genes relacionados a maquinaria fotossintética, sugerindo que aumento da expressdo desse
gene pode estar relacionado com o aumento da taxa de transporte de elétrons. Em conjunto, as dados
obtidos revelam que plantas de milho inoculadas um melhor preparo do aparato fotossintético, além de
promover 0 promover o crescimento das plantas e aumentar a produtividade.
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INTRODUCAO

O crescimento populacional e econémico apds a Segunda Guerra Mundial fez
aumentar a demanda por alimentos e matérias-primas em todo o mundo. Com o objetivo
de acabar com a fome, houve um aumento expressivo nas areas de producdo agricola e
utilizacdo do pacote tecnoldgico da agricultura moderna disponivel na época. Atribui-se
entdo a essa mudanca o titulo de Revolucdo Verde (MORAGAS, SCHENEIDER, 2003).

Desde entdo, a producdo agricola brasileira vem crescendo de tal forma que se
destaca por sua participagdo na producdo agricola mundial. Dados da “Food and
Agriculture Organization of United Nations” (FAO) demonstram que a produgdo de
cereais brasileira cresceu de 15.036.353 milhdes de toneladas em 1961 para 84.128.482
milhGes de toneladas em 2016 (FAOSTAT, 2018). Em 2017, as exportacdes agricolas
brasileiras totalizaram US$ 96,1 bilhGes, representando um crescimento de 13% ao
arrecadado no ano anterior (MAPA, 2018).

Porém, o aumento da producdo agricola demanda aumento do consumo de
fertilizantes e pesticidas (TILMAN et al., 2002). Com isso, a demanda de fertilizantes no
Brasil estd em constante crescimento, com 0 uso de 1.834.733 e 2.634.552 milhdes de
toneladas de fertilizantes nitrogenados e fosfatados, respectivamente em 2002, e
incrementos de 365% para N-fertilizante e 401% para P-fertilizante em 2016 (FAOSTAT,
2018).

Neste cenario, 0 uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) tem
se destacado como uma potencial alternativa para diminuir o impacto ambiental negativo
resultante do uso continuo de produtos quimicos, uma vez que estes organismos podem
ser utilizados para melhorar o crescimento e o rendimento das culturas.

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogénio da subclasse [3-
Proteobacteria que se associa preferencialmente a plantas da familia Poaceae de grande
importancia econémica e alimentar como forrageiras, trigo, milho, cana-de-agucar, sorgo
e arroz (BALDANI et al.,, 1986; OLIVARES et al.,, 1996). A associagdo de H.
seropedicae com as plantas é benéfica, este micro-organismo é capaz de fornecer

nitrogénio de forma assimilavel para a planta hospedeira, o que resulta na promocéo do
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crescimento e no aumento da producdo (BALDANI et al., 2000). Além disso, H.
seropedicae é capaz de produzir hormonios reguladores do crescimento e solubilizar e
disponibilizar fosforo inorganico para as plantas (BASTIAN et al., 1998; ESTRADA et
al., 2013).

Estudos com H. seropedicae demonstraram que quando inoculado, induziu
crescimento, aumento na acumulacdo de nitrogénio nas culturas de cana-de-agucar, arroz
e milho (OLIVEIRA et al., 2002; GYANESHWAR et al., 2002; ALVES, 2007). Além
disso, estudos recentes tém demonstrado que os hormonios secretados por BPCV afetam a
excrecdo e regulacdo hormonal, afetando diretamente os tecidos responsaveis pela
fotossintese, incrementando acimulo de massa (BATTISTUS, 2015). Com isso, a bactéria
H. seropedicae vem sendo utilizada na concepcao de produtos e processos microbianos e
formulacdo de bioinoculantes a fim de promover o crescimento vegetal e incremento da
producéo agricola com a possivel diminuigdo do uso de insumos quimicos.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de H.
seropedicae sobre as taxas fotossintéticas, teor de clorofila e genes relacionados a

maquinaria fotossintética em plantas de milho.

M ETODOLOGIA

A bactéria endofitica Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 (SisGen n°
AFD1CAD) foi crescida de uma col6nia pura em meio DYGS liquido (RODRIGUES
NETO et al., 1986) por 24 horas a 30°C em shaker orbital a 150rpm. Apos crescimento
20uL foi transferido para o meio JNFB liquido (DOBEREINER et al., 1995) e mantido
em crescimento por 48 horas sob as mesmas condigdes anteriores. Apds crescimento as
células bacterianas foram sedimentadas por centrifugacdo (5.000g por 5min) e
ressuspensas em agua estéril na densidade celular de 4x10° cfu.ml™.

Sementes de milho (Dekalb 7815) foram desinfestadas e germinadas durante 72
horas em camara B.O.D. Apdés a germinacdo, plantulas com raiz de 2,5cm foram

selecionadas e dispostas em potes de 2L contendo solugéo de CaCl, a 0,2M. Plantas
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tratadas foram inoculadas com 20mL do inéculo contendo 2x10’ células mL™ de H.
seropedicae. Plantas controle ndo receberam inoculagdo. As plantas foram mantidas em
camara de crescimento a 28°C, fotoperiodo de 16/8h e aeracdo com bomba de aquario.

Apbs cinco dias de crescimento a absorco liquida de CO, (A, pmol CO, m?s™),
condutancia estomética (gs, mol H20 m? s™) e a transpiracdo (E, mmol m? s™) foram
determinadas usando IRGA sob condigdes controladas de CO; (380ppm CO,), densidade
de fluxo de fotons 250umol m™? s e temperatura da camara de 25°C em 10 plantas de
cada tratamento.

A fluorescéncia da clorofila a foi mensurada utilizando fluorimetro portatil. Para
os valores de fluorescéncia minimos (Fo) e maxima (Fm) as folhas foram adaptadas ao
escuro por 30 minutos e depois saturadas com um pulso de luz (3000umol f6tons m?st
por 1s). A eficiéncia quantica maxima do PSII (fotossistema IlI) adaptada ao escuro
(Fv/Fm), taxa de transporte de elétrons (ETR) foram estimados de acordo com Maxwell
and Johnson (2000). O indice de verde foi medido via SPAD.

Discos foliares foram coletados para quantificacdo dos teores de pigmentos
fotossintéticos, pesado e colocados em frascos contendo 10ml de dimetilsulféxido,
armazenados protegidos da luz entre 2°C e 5°C por 24 horas. Posteriormente levados ao
banho-maria durante 6 horas a 64°C e lidas em espectrofotdmetro de absorbancia, nos
comprimentos de onda: 665nm (clorofila a), 649nm (clorofila b) e 480nm (carotenoides).
Os valores obtidos foram expressos em concentracdo de pigmentos segundo as equacdes
propostas por WELLBURN (1994).

Plantas foram coletadas em triplicatas para determinacdo da massa fresca e seca.
Folhas das plantas dos dois tratamentos tiveram o RNA extraido com RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) para analise da expressdo génica por PCR em tempo real. Primers para 0s
genes: light-harvesting complex 1 (LHC1), oxygen-evolving enhancer protein 1 (PsbO_1)
e cytochrome b6f complex iron-sulfur subunit (b6f) foram desenhados e utilizados em
reagcoes de qPCR em Tempo Real nas concentragdes de 500nM, usando 7,5uL. de SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) sob as condigdes: 40 ciclos 95°C por 1min,
60°C por 1min e 72°C por 1min. O gene B-tubulina foi empregado como normalizador.

Todas as corridas foram realizadas em triplicata. A quantificacdo relativa foi determinada
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de acordo com o método 2°°* (Livak e Schmittgen, 2001).

RESU LTADOSE D ISCUSSAO

A inoculagdo com H. seropedicae HRC54 foi capaz de promover o crescimento
das plantas de milho apéds os cinco dias de desenvolvimento, quando comparadas com as
plantas ndo inoculadas. Houve incremento 166,7% da massa fresca da parte aérea e 242%
da massa fresca da raiz. Enquanto para a massa seca, houve incremento de 188% da

massa da parte aérea e 73% da massa seca da raiz (Figura 1).
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Figura 1: (A) Crescimento ap6s 5 dia de inoculacdo de 2x10’ células por ml™ de H. seropedicae
HRC54 em milho variedade Dekalb 7815. As setas mostram as sementes que ainda estavam
presentes. (B) Aumento da massa fresca de raiz e parte aérea. (C) Aumento da massa seca de raiz
e parte aérea. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas (Teste Tukey
p>0.05).



A quantificagdo de pigmentos fotossintéticos demonstrou que plantas de milho
inoculadas com H. seropedicae apo6s cinco dias possuem conteudo de clorofila a
aumentado quando comparado com plantas ndo inoculadas. No entanto, ndo apresentaram
diferencas significativas quando observados o conteudo de clorofila b e carotenoides
(Figura 2A). Contudo, o contetdo total de clorofila (a+b) foi maior nas plantas
inoculadas. Além disso, o indice de verde medido pelo SPAD foi maior nas plantas
inoculadas com H. seropedicae HRC54 (Figura 2B).
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Figura 2: (A) Contetdo de clorofila de plantas controle e inoculadas. (B) Intensidade de verde
(conteudo de clorofila via SPAD) Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas (Teste Tukey p>0.05) e ns= ndo significante estatisticamente.

Entre plantas inoculadas e ndo inoculadas ndo houve diferenca em relacdo aos
parametros de trocas gasosas e a razdo Fv/Fm. Curiosamente, plantas de milho inoculadas
com H. seropedicae apresentaram uma maior taxa de transporte de elétrons (ETR) quando
comparadas com plantas de milho ndo inoculadas (Tabela 1), sugerindo que a inoculacéo

afetou significativamente o transporte de elétrons lineares dentro dos cloroplastos.
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Tabela 1: Dados de fluorescéncia da clorofila a e IRGA. Resultados em negrito indicam
diferencas estatisticamente significativas (Teste Tukey p>0.05)

Controle Inoculado

ETR 2871 + 94,69 3279 * 56,69

gs 0,016 + 0,0014 0,019 + 0,002

(mol H,0 m?s™)

A andlise de RT-qPCR mostrou que a inoculagdo impactou significativamente a
expressao relativa dos genes LHC1, PsbOL1 e bgf, sendo estes expressos 4,36, 7,33 e 10,45
vezes mais, respectivamente (Figura 3). O gene normalizador B-tubulina foi utilizado
como controle e este apresentou niveis de expressdo constante entre plantas controle e

inoculadas.
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Figura 3: Expressdo de genes referentes ao aparato fotossintético: light-harvesting complex 1 (LHCL1),
oxygen-evolving enhancer protein 1 (PsbO_1) e cytochrome b6f complex iron-sulfur subunit (b6f).
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O fotossistema Il de plantas superiores ¢ composto por um complexo central
(CCII) e um complexo coletor de luz (LHC) ou complexo antena. O complexo CCIl é
formado por 14 polipeptidios (PsbA-PsbP), onde o PsbO é uma proteina extrinseca de
33kDa e denominada como liberadora de oxigénio através da reacdo de divisdo da agua,
além de ter papel central na estabilizacdo do manganés no complexo proteico (TAIZ et
al., 2017; MURAKAMI et al., 2002).

O gene LHCL1 codifica a proteina chlorophyll a-b binding 2, que compdem o
complexo coletor de luz dos fotossistemas, onde aproximadamente 60% de toda a
clorofila da planta esta ligada(ANDERSSON et al, 2003). E o complexo mais abundante
na membrana do tilacdide, onde tem a importante funcdo de coleta e transferéncia da
energia luminosa, sendo essencial para a regulacao e distribuicdo da energia de excitacdo
dentro do aparato fotossintético (ANDERSSON e ANDERSSON, 1988).

O citrocromo bgf € um complexo proteico responsavel pela transferéncia de
elétrons e protons provenientes do fotossistema Il. O gene cytochrome bsf complex iron-
sulfur subunit codifica a proteina Rieske ferro-sulfurosa, onde dois atomos de ferro estéo
ligados em uma ponte por dois ions sulfetos (TAIZ et al., 2017). Interessantemente, o
aumento da expressdo desse gene pode estar correlacionado com o aumento da taxa de
transporte de elétrons (ETR) das plantas inoculadas.

Anélises de protedmica realizados por Leandro et al. (2019) demonstraram que
proteinas relacionadas ao aparato fotossintético foram mais sintetizadas em plantas de
Arabdopsis thaliana inoculadas com H. seropedicae apds 28 dias, refor¢ando a ideia de
que a inoculagdo com H. seropedicae pode promover o desenvolvimento do aparato
fotossintético de plantas.

Assim como demonstrado por Canelas et al. (2013) o contetdo de clorofila (indice
SPAD) e clorofila total foram aumentados nas plantas inoculadas com H. seropedicae.
Curiosamente, nossos resultados também apresentaram maior indice de clorofila e isso
pode ser correlacionado a fixacdo de nitrogénio promovida naturalmente por H.
seropedicae. O teor de clorofila na folha pode ser utilizado para prever o nivel nutricional
de nitrogénio em plantas, pois a quantidade desse pigmento correlaciona—se positivamente

com teor de N (Booij et al., 2000). Além disso, 0 aumento dos teores de clorofila em
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funcdo de doses de N foram observados por Aradjo et al. (2016) em plantas de milho.

E importante destacar que as plantas analisadas estavam com cinco dias de
desenvolvimento ndo sendo dependentes da fotossintese para producdo de energia, pois
ainda possuem a semente como fonte de reserva. Contudo, Canelas et al. (2013)
demonstraram que a inoculacdo de H. seropedicae foi capaz de aumentar as taxas
fotossintéticas (E, gs e A) e contetdo de clorofila em plantas de milho com 45 dias.

De acordo com nossos achados, plantas de milho inoculadas com a bactéria
promotora do crescimento vegetal H. seropedicae tendem a apresentar uma modulagéo
positiva de genes referente ao aparato fotossintético, o que pode sugerir um aumento da
fotossintese dessas plantas. Portanto, uma investigacdo mais detalhada é necessaria para
esclarecer essa questdo, contribuindo para que o uso de bioinoculantes possa ajudar na

reducdo dos impactos causados pelo uso de insumos agricolas.

CONCLUSC)ES

Nossos resultados demonstram que a inoculacdo de plantas de milho com H.
seropedicae teve importantes efeitos na promoc¢do do crescimento, com aumento da
biomassa vegetal. Herbaspirillum seropedicae aumentou os pigmentos fotossintéticos e a
taxa de transporte de elétrons. No entanto, ndo foi capaz de alterar as taxas fotossintéticas
de plantas de milho com cinco dias de desenvolvimento, mas plantas de milho inoculadas

apresentaram um melhor preparo do aparato fotossintético.
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