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QUALIDADE DE SEMENTES, TEOR DE NITROGENIO E EXPRESSAO GENICA
EM GENOTIPOS DE MILHO INOCULADOS COM Azospirillum brasilense

RESUMO - O trabalho foi realizado com o objetivo de verificar em quatro
genadtipos de milho o efeito da inoculagdo com Azospirillum brasilense na resposta
germinativa das sementes e crescimento de plantulas, no teor de nitrogénio e indice
de conteudo de clorofila foliar e, na expressédo quantitativa relativa de ESTs chaves
no metabolismo do nitrogénio. Em um primeiro ensaio avaliou-se a qualidade
fisiologica de sementes de dois hibridos simples comerciais (AG7098 e 2B707) e
duas variedades sintéticas experimentais (V2 e V4) inoculados com A. brasilense,
por meio de testes de porcentagem de germinacdo e emergéncia, indice de
velocidade de emergéncia, massa de matéria seca de parte aérea e raiz. O segundo
ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo onde foram cultivados os mesmos
quatro gendtipos sob diferentes formas de inoculagdo com A. brasilense e
fornecimento de N sendo avaliados teor de nitrogénio e clorofila foliar e a expresséo
de duas ESTs que codificam enzimas chaves da rota metabdlica do N, a nitrato
redutase (ZmNR) e a glutamina sintetase (ZmGIn1-3) por meio da técnica de PCR
quantitativa em tempo real. Os genoétipos diferem em relacdo a inoculagdo com A.
brasilense. Os hibridos foram responsivos a inoculacdo com A. brasilense para
massa de matéria seca de raiz. A variedade V2 apresentou comportamento inferior
quanto a massa de matéria seca de raiz, mas respondeu positivamente a massa de
matéria seca de parte aérea, e V4 ndo apresentou diferencas significativas quando
inoculada. Os resultados de indice de contetdo de clorofila ndo foram significativos.
Para teor de nitrogénio foliar cada gendtip respondeu de maneira particular. Em
relacdo a expressdo das ESTs verificou-se que a inoculagdo proporcionou
incrementos na expressdo de ZmNR para os hibridos AG7098 e 2B707. A variedade
V2 nédo respondeu a inoculacdo e V4 apresentou maior nivel de expressdo quando
recebeu somente adubacdo nitrogenada de cobertura. De maneira geral, as
variedades responderam negativamente ou ndo responderam a inoculagcdo com A.
brasilense, ao se comparar 0os genétipos dentro de tratamentos, sendo que V2
apresentou 0os menores valores de expressdo de ZmRN para todos as formas de
inoculacao e fornecimento de N ou nao via fertilizante em cobertura. Para o hibridos
AG7098 e 2B707 e para variedade V4, a inoculacdo com A. brasilense induziu a
expressdo de transcritos ZmGInl-3. A variedade V2 nado respondeu a inoculacéo
guanto a expressao da EST ZmGIn1-3.

Palavras Chave: bactérias diazotréficas, vigor de plantulas, nitrato redutase,
glutamina sintetase, gPCR.



SEED QUALITY, NITROGEN CONTENT AND GENE EXPRESSION IN MAIZE
GENOTYPES INOCULATED WITH Azospirillum brasilense

ABSTRACT - The objective was to evaluate in maize genotypes the effect of
inoculation with Azospirillum brasilense in seed germination response and seedling
growth, the nitrogen and chlorophyll leaf content the relative quantitative expression
of ESTs keys on nitrogen metabolism. In a first experiment was evaluated the
physiological quality of seeds from two single cross hybrids (AG7098 and 2B707) and
two synthetic varieties experimental (V2 and V4) inoculated with A. brasilense , by
germination and emergence percentage, emergence rate tests, dry weight of shoot
and root The second experiment was conducted in a greenhouse where the same
genotypes were grown under different forms of inoculation with A. brasilense and
supplying nitrogen being evaluated nitrogen and chlorophyll leaf content and the
expression of two ESTs encoding key enzymes of metabolic pathway for N, nitrate
reductase (ZmNR) and glutamine synthetase (ZmGInl1-3) using the technique of
guantitative real -time PCR. The genotypes differ with respect to inoculation with A.
brasilense. Hybrids were responsive to inoculation with A. brasilense for dry root
matter. The V2 variety showed lower performance as the dry weight of root, but
responded positively to dry mass of shoots and V4 showed no significant differences
when inoculated. The results of chlorophyll content were not significant. To the N
content each genotype evaluated responded in a particular way. Regarding the
expression of ESTs were found that inoculation promoted increases in expression
ZmNR for AG7098 and 2B707 hybrids. A variety V2 did not respond to inoculation
and V4 showed higher expression level when received only nitrogen application. In
general, the varieties responded negatively or did not respond to inoculation with A.
brasilense , when comparing the genotypes within treatments , and V2 showed lower
expression values ZmRN for all forms of inoculation and fertilizer N supply via . For
the hybrid AG7098 and 2B707 and variety V4, inoculation with A. brasilense induced
the expression of transcripts ZmGInl-3. The V2 variety does not respond to
inoculation as the expression of EST ZmGIn1-3..

KEY WORDS: diazotrophs, seedling vigor, nitrate reductase, glutamine synthetase,
gPCR.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) é destague na producédo mundial de cereais,
ocupando o primeiro lugar. Logo, técnicas agricolas adequadas devem ser
disponibilizadas para aumentar a produtividade e a rentabilidade econémica para o
produtor (YADAV; YADAYV; SIGH, 2011).

Fatores como a fertilidade do solo e o nivel tecnoldgico adotado no uso de
insumos afetam diretamente a producgéo, sendo a produtividade da cultura garantida
pela utilizacdo de elevadas quantidades de fertilizantes nitrogenados
(MAJEROWICZ et al, 2002).

O nitrogénio € um macronutriente essencial ao crescimento, desenvolvimento
e producédo das plantas. Por esta razdo € o nutriente mais exigido e absorvido pela
planta de milho e, consequentemente, mais limitante a producdo. Entretanto, é
fornecido principalmente na forma de adubo quimico, um dos principais fatores que
oneram 0 custo de producdo das culturas (KOUCHEBAGH; MIRSHEKARI;
FARAHVASH, 2012).

Desperdicios e escassez de nitrogénio podem acarretar prejuizos
econdbmicos, ambientais, e até de saude publica e de seguranca alimentar
(CARVALHO; VON PINHO; DAVIDE, 2011). A baixa eficiéncia no uso de fertilizantes
nitrogenados faz com que grande parte do N aplicado ndo seja aproveitada pelas
plantas causando contaminacdo de lencdis freaticos, rios e lagos. O processo de
producao de fertilizantes nitrogenados, por sua vez, contribui para o efeito estufa.

Frente a este cenario, a busca por alternativas que reduzam a necessidade
de adubacdo nitrogenada e a busca de uma agricultura sustentavel e menos
poluente sédo alvos de diversos estudos, a exemplo da viabilidade da utilizacdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio, ou capazes de promover o crescimento e 0
aumento de produtividade em milho.

Em gramineas, tém sido demonstrados os beneficios promovidos por
bactérias diazotréficas em simbiose, por exemplo, Azospirillum spp.. Embora ganhos

de produtividade em milho ja venham sendo verificados, as maneiras que fazem com



que a interacao favoreca as plantas ainda nao foram totalmente esclarecidas, assim
como a especificidade da interagdo do gendtipo da planta com a espécie ou estirpe
da bactéria (HUNGRIA, 2011).

Portanto, é crescente a busca pelo melhor entendimento da interacdo
Azospirillum spp. x planta, de modo a alcancar a eficiéncia do uso de bactérias
diazotréficas em associagdo com a cultura do milho.

Diante disso, o trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da
inoculacdo com Azospirillum brasilense sobre a qualidade fisioldégica das sementes,
vigor de plantulas, o teor de clorofila e de nitrogénio foliar, bem como o perfil de
expressdo de ESTs relacionadas ao metabolismo do nitrogénio em gendtipos de

milho.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Milho

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais praticadas no Brasil e no
mundo para fins de alimentacdo animal, humana e mais recentemente é crescente o
incentivo para producao de etanol de milho.

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento, a safra 2013/14
no pais deve atingir cerca de 15 milh6es de ha de area plantada, produzindo mais
de 75 milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2014).

A cultura é praticada por todas as classes de produtores, tanto para consumo
proprio, no caso de pequenas propriedades, até grandes produtores cuja producao
destina-se ao abastecimento do mercado (PAVAO; FERREIRA FILHO, 2011).

Em nivel mundial, o crescimento econdémico dos paises asiaticos e a
producdo de etanol nos Estados Unidos tém contribuido para o aumento da
demanda pelo produto. No Brasil, por sua vez, o crescimento no setor de carnes,
principalmente aves e suinos, estimula o consumo interno do grdo (PAVAO;
FERREIRA FILHO, 2011).

Diante disso, o investimento em tecnologias que reduzam o custo de

producdo, aumentem a produtividade e permitam a expansdo agricola, torna-se



relevante, uma vez que se trata de uma das culturas mais expressivas no pais e no

mundo, com grande potencial de producéao.
2.2. Adubacéao Nitrogenada

A relevante questdo da expansdo da fronteira agricola ligada a necessidade
de maior producdo de alimentos, demanda a ampliacdo de sistemas produtivos
praticaveis e adaptados aos diferentes tipos de solo.

Neste aspecto, é importante evidenciar a caréncia nutricional dos solos,
principalmente com relacdo ao nitrogénio (N). Os solos brasileiros ndo sdo aptos a
fornecer a quantidade de N necessaria para assegurar altas produtividades.
Ademais, na maioria das vezes as exigéncias nao sao supridas pelas adubacdes
quimicas (GUIMARAES, 2006).

A essencialidade e importancia do N para as plantas fundamentam-se no fato
deste elemento estar presente em moléculas vitais como acidos nucléicos, fonte de
informacdo genética e proteinas, participando da constituicdo de enzimas
importantes nas rotas metabdlicas, ou com funcdes estruturais e de transporte
(NOVOA; LOOMIS, 1981; OKUMURA et al., 2011).

Em consequéncia disto, 0 N é o nutriente mais exigido pelas plantas e, por
isso, um dos principais fatores limitantes para a produtividade de milho,
caracterizada como uma das culturas mais exigentes em fertilizantes (FAQUIN,
2005; FORNASIERI FILHO, 2007).

Apesar de abundante na atmosfera, o nitrogénio é escasso no solo nas
formas inorganicas de nitrato (NO3) e amdnio (NH4'), as quais sdo metabolizadas
pelas plantas (FAQUIN, 2005; FORNASIERI FILHO, 2007). Aproximadamente 98%
do N no solo encontra-se na forma organica e somente 2% nas formas absorviveis
pelas plantas (MALAVOLTA, 2006).

Contudo, o fornecimento de N via fertilizantes quimicos é um dos, sendo o
principal, fatores responséaveis pelo alto custo de producéo das culturas. Isto se deve
ao fato de que a conversao industrial, por meio da quebra da molécula de N, para a
obtencédo dos adubos nitrogenados € um processo dispendioso, amentando o custo

e limitando a producéao.



Vale ressaltar que o consumo de adubo nitrogenado é crescente, sendo
vendidos no primeiro semestre de 2013, 1.470 mil toneladas, volume 7,1% maior
que o mesmo periodo do ano anterior. Isso ocorreu em virtude do aumento da
demanda de adubacdo de cobertura na safrinha de milho e trigo, nas regides
Centro-Oeste e Sul, respectivamente (FERREIRA; VEGRO, 2013).

Neste contexto, ha expectativa de incremento substancial no uso de
fertilizantes no Brasil para atender a intensificacdo da agricultura e a recuperacédo de
areas degradadas. No entanto, o Pais depende em grandes propor¢cdes das
importacdes, sendo necessario encontrar um maneiras para o uso eficiente de
fertilizantes. Neste aspecto, cabe a utilizacdo de bactérias promotoras do
crescimento de plantas, afim de garantir altas produtividades com menor custo
(HUNGRIA, 2011).

2.3. Bactérias do Género Azospirillum

O género Azospirillum estudado pela primeira vez por Johanna Do6bereiner
concentra as espécies de bactérias diazotroficas associadas a gramineas mais
pesquisadas até o momento, dentre elas A. brasilense, A. lipoferum, A.
amazonenses e A. irakense (DALLA SANTA et al., 2004; REIS JUNIOR et al., 2008).

As rizobactérias Azospirillum spp. sdo Gram-negativas, em forma de
bastonetes uniflagelados, de vida livre, extremamente moéveis, que apresentam um
versatil metabolismo de carbono e nitrogénio que as conferem aptiddo para se
desenvolver no ambiente competitivo da rizosfera (HALL; KRIEG, 1984;
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Estas bactérias, também denominadas promotoras do crescimento de
plantas, apresentam capacidade de fixacdo bioldégica de nitrogénio, formando
diferentes tipos de associacdo com plantas ndo leguminosas, com potencial para
aumentar a producdo de cereais e gramineas de importancia econémica sob
diversas condic¢des climaticas (BASHAN; HOLGUIN; BASHAN, 2004; DALLA SANTA
et al., 2004).

Além disso, se destacam pela producdo de fitohorménios indutores de

crescimento, como auxinas, que estimulam o crescimento de raizes, aumentando a



capacidade da planta em absorver agua e nutrientes, além de giberelinas e citocinas
(OKON; VANDERLEYDEN, 1997; DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003;
DALLA SANTA et al., 2004).

Em relacéo a fixag&o biologica de nitrogénio (FBN), fundamenta-se o fato de
gue o N, gasoso abundante na atmosfera ndo esta disponivel as plantas, onde dois
atomos de N se encontram em uma ligacao tripla extremamente forte. Por outro
lado, algumas bactérias presentes no solo sdo capazes de converter 0o Ny
atmosférico em amonio (NH4") por meio da acédo da enzima nitrogenase (HUNGRIA;
CAMPOS; MENDES, 2007). De tal modo, foi comprovada a eficiéncia de
Azospirillum spp. em tornar o nutriente possivel de ser assimilado e utilizado pelas
plantas (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Neste contexto, ao se propor maneiras sustentaveis e eficientes no uso do
nitrogénio, destaca-se a FBN. A utilizacdo de microrganismos benéficos ou
associativos € bem conhecida em espécies de leguminosas pelo modelo de
simbiose com bactérias do género Rhizobium. Em gramineas, diversas espécies de
Azospirillum e outros géneros ja foram descritos por pesquisadores, sendo a maior
parte encontrada em solos brasileiros (BALDANI et al., 1997).

O género Rhizobium fixa N, atmosférico somente em estado de simbiose e
quando associado endofiticamente a raizes de leguminosas formando nodulos que
agem como microambiente para a conversdo do N, onde ocorre a FBN (KUMAR,;
RAO, 2012).

Em plantas leguminosas, como a soja, a formacdo dos nédulos nas raizes
e/ou caules esta relacionada com a eficiéncia do processo de FBN. No entanto, o
mesmo nao € observado em gramineas associadas a bactérias do género
Azospirillm, a auséncia desta estrutura ou da colonizagdo endofitica resulta em
menor eficiéncia de FBN e faz com que o N seja transferido muito lentamente da
bactéria para planta, onde apenas uma pequena parte torna-se disponivel ao vegetal
(VAN DOMMELEN et al., 1998). Isto ocorre, pois a maioria das bactérias do género
Azospirillum coloniza as raizes superficialmente, sendo poucas as estirpes capazes
de infectar (DOBEREINER; BALDANI, REIS, 1995)

Pesquisas com inoculantes na formulagdo liquida ou turfosa a base de

Azospirillum vem sendo desenvolvidas desde 1996, pela Embrapa Soja em parceria



com a Universidade Federal do Parana. Estes estudos permitiram a selecdo de
estirpes com caracteristicas importantes como maior sobrevivéncia no solo, maior
promocdo de crescimento das plantas e maior adaptacdo as tecnologias utilizadas
nas culturas do milho e do trigo. Assim, atualmente as empresas produtoras de
inoculantes priorizam a utilizacdo de A. brasilense das estirpes AbV5 e AbV6
(HUNGRIA, 2011).

De acordo com HUNGRIA (2011) os inoculantes contendo bactérias do
género Azospirillum sdo comercializados nas duas formulacdes, liquida ou turfosa,
contendo a concentracdo minima exigida pela legislagéo de 108 células mL ™ ou g *,
respectivamente. A forma liquida é preferida pelos agricultores devido a facilidade de
aplicagéo, tanto via semente como via solo no sulco de plantio. Mais recentemente,
vem sendo avaliada a inoculagdo via solo paralelamente a linha quando as plantas
se encontram em estadio de desenvolvimento mais avan¢ado, antes ou juntamente
com a adubacéo de cobertura.

Segundo recomendacdes das empresas fornecedoras do produto, a aplicagao
via sementes é realizada preferencialmente utilizando maquinas misturadoras, como
tambor giratorio, que permitem a inoculacdo mais rapida e homogénea de grande
volume de sementes. No caso dos inoculantes turfosos € indicado a umidificacédo
das sementes com solucdo adesiva antes da inoculacdo do produto, sendo
necessaria a secagem a sombra apds o procedimento. Ou ainda, o inoculante
turfoso pode ser previamente diluido em &agua para as concentracdes de uso
recomendada e entdo realizada a mistura.

No caso da inoculacdo no sulco de semeadura h& necessidade do
equipamento especifico em que se utiliza maior volume do inoculante, por outro lado
este método reduz os riscos dos efeitos toxicos dos produtos utilizados no
tratamento de sementes.

Para a cultura do milho e outras gramineas a inoculacdo com Azospirillum
spp. vem sendo praticada, mostrando incrementos de produtividade (BRACCINI et
al., 2012). No entanto, o sucesso da inoculagao pode estar diretamente relacionado
com a especificidade da interacdo entre espécies ou genotipos de plantas e as
espécies ou estirpes das bactérias, assim como fatores relacionados ao ambiente
(HUNGRIA, 2011; BRACCINI et al., 2012).



A resposta diferencial de gendtipos milho a diferentes estirpes de bactéria foi
verificada avaliando o comportamento de 12 cultivares inoculados com estirpes
especificas de Azospirillum. Nesse estudo, foi demonstrado que a eficiéncia da
inoculacdo é dependente do gendétipo do hospedeiro e da bactéria, sugerindo que
selecionando-se 0s gendtipos adequados, a fertilizagdo com nitrogénio pode ser
parcialmente substituida pela inoculacdo com Azopirilum spp. (GARCIA DE
SALOMONE et al., 1996).

Do mesmo modo, ao avaliar a resposta de 19 cultivares de milho a diferentes
estirpes de bactérias diazotroficas, foi possivel observar que ha diferenca nas
respostas de gendtipos as bactérias que colonizam a rizosfera das plantas. Alguns
destes gendtipos se mostraram mais responsivos a interagdo com bactérias
diazotréficas em relagdo a FBN, e o nivel de adubac&o nitrogenada pode influenciar
na fixac&o bioldgica (MONTANEZ et al., 2005).

Mais beneficios foram relatados ao avaliar o efeito da inoculacdo com
Azospirillum brasilense AZ39 em dois genétipos de milho, cultivados em anos, locais
e manejos diferentes. Neste estudo, foi verificado que a inoculagdo promoveu
incremento de 7,2% para massa seca de parte area e 15,4% e 7,4% na producédo de
graos no primeiro e segundo ano do experimento, respectivamente, em relacdo ao
tratamento que nao recebeu fertilizagdo com nitrogénio e inoculacdo (LANA et al.,
2012).

Pesquisadores relatam que a inoculagdo com Azospirillum spp. reduz o uso
de fertilizantes nitrogenados em 20-50% e que os resultados foram superiores
quando fertilizantes organicos foram incorporados (BASHAN; HOLGUIN; BASHAN,
2004).

Desta forma, a utilizacdo de cultivares adaptadas a ambientes carentes de N
e suscetiveis a associacdo com bactérias diazotroficas pode se tornar uma
alternativa sustentavel e economicamente viavel para a producdo econémica do
milho em sistemas agricolas com baixa utilizacdo de insumos (ROESCH et al.,
2005).

2.4. Expressed Sequence Tags (ESTs) Relacionadas ao Metabolismo do
Nitrogénio



Muitos beneficios ja foram observados apdés a inoculacao de plantas de milho
com bactérias Azospirillum spp., mas, 0 modo como a bactéria beneficia as plantas
ainda néo foi totalmente esclarecido.

Em relacdo a assimilacdo do N, o perfil de expresséo de genes que codificam
enzimas como nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS), pode contribuir para
o melhor entendimento deste tipo de interagdo quanto a FBN, uma vez que estas
sao enzimas chaves no metabolismo do nitrogénio.

O metabolismo do nitrogénio pode ser dividido em dois estagios, sendo o
nitrato a forma do nutriente preferencialmente absorvido pelas plantas.
Primeiramente, o nitrato (NO3) € convertido a nitrito pela NR, sendo o nitrito €
convertido a aménio (NH;"). O nitrito entdo é assimilado pela agdo das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), respectivamente nos
aminoacidos glutamina e glutamato, translocando o N organico na planta
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; FERREIRA et al., 2002) (Figura 1).

o ™
NOQ'
N3 atm /%
NOO'
NH,*
Glutamina
Glutamato
. A

Figura 1. Enzimas chaves envolvidas no metabolismo de nitrogénio. Nitrato
Redutase (NR); Nitrito Redutase (NiR); Glutamina Sintetase (GS);
Glutamato Sintase (GOGAT); Fixagdo Biol6gica do Nitrogénio (FBN).



A NR é a primeira a atuar, possibilitando a incorporacdo do NH;" aos
compostos organicos presentes na parte radicular e/ou area das plantas (PURCINO
et al., 1994; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Devido a sua importancia, a atividade desta enzima poderia estar relacionada
com a produtividade das culturas, uma vez que plantas com maior capacidade de
assimilar o nitrato disponivel no solo apresentam maior eficiéncia no uso de
nitrogénio, consequentemente contribuindo para o incremento da producdo (VIANA
et al., 2010).

No entanto, ja foram realizados diversos trabalhos verificando a atividade da
NR em diferentes fases do desenvolvimento da cultura milho, sua relagdo com a
producdo de grados e a eficiencia no uso do N, sendo os resultados obtidos
ambiguos (PURCINO et al., 1994).

Quando fornecida as doses de N de 20 e 60 kg ha™ a 15 genétipos de milho
nao foi verificado efeito na atividade da NR, mas houve diferenca na atividade em
relacdo aos estagios de desenvolvimento das plantas (3 dias antes, 20 e 42 dias
apos embonecamento) (PURCINO et al., 1994).

Em trigo foi observada que a atividade da NR oscilou em funcéo das doses de
N fornecidas na forma de ureia, ocorrendo acréscimo da atividade da enzima
somente até o fornecimento de 158 mg dm™ e com doses de N superiores houve
decréscimo da atividade da NR (VIANA;KIEHL, 2010). Em milho, o mesmo perfil de
expressdo para a NR foi verificado sendo que o fornecimento de doses de N via
uréia acima de 100 kg ha™ proporcionou a reducdo na atividade enzimética da NR
(SILVA et al., 2011).

Ao se estudar o efeito da adubacdo nitrogenada e da inoculagdo com
bactérias Azospirillum spp. e Herbaspirillum spp. sobre a cultivar Nitroflint de milho,
verificou-se que a NR foi induzida pelas maiores doses de N e ndo apresentou
relagdo com a inoculacdo das bactérias. Por outro lado, a atividade da GS foi
aumentada em raizes, sendo correlacionada positivamente com o crescimento
bacteriano (MACHADO et al., 1998).

Em duas variedades de cana-de-acgUcar avaliadas sob diferentes condi¢bes
hidricas e inoculadas com bactérias dos géneros Herbaspirilum e

Glucanoacetobacter, foi possivel observar que a atividade da NR variou em funcgéo



das variedades testadas, das bactérias inoculadas e do regime de irrigacao,
indicando que hé& diferenca entre a interacdo variedades x bactéria x condi¢do
hidrica, e que a inoculacdo com bactérias diazotréficas pode contribuir para
eficiéncia do uso de nitrogénio em condicfes de déficit hidrico (MARCOS, 2012).

A GS, por sua vez, desempenha papel especifico durante o desenvolvimento
da planta na assimilacdo e remobilizacdo de NH4'. Pode se apresentar em duas
isoformas nas plantas superiores, caracterizadas pela localizacdo na célula vegetal,
a primeira encontra-se no citosol (GS1) e a outra nos plastideos (GS2). Ambas
atuam sobre o NH,*, catalisando a reacdo de sintese de glutamina para gerar
glutamato (CREN; HIREL, 1999; BERNARD; HABASH, 2009).

Sendo assim, a atividade da GS pode ser aumentada na presenca de
bactérias fixadoras de N, uma vez que ha maior disponibilizagdo de NH," para as
plantas em modelos de simbiose (MACHADO et al.,, 1998). Desta forma, foi
verificado que a cultivar de milho Nitroflint quando inoculada com bactérias
Azospirillum spp. e Herbaspirillum spp., teve a atividade da GS aumentada em
raizes, correlacionada positivamente com o crescimento bacteriano (MACHADO et
al., 1998).

Em folhas de milho foi observada correlacdo positiva entre teor de nitrato,
atividade da GS, aumento de produtividade e seus componentes. Com os resultados
foi possivel inferir que, 0 aumento de produtividade esté relacionado a capacidade
dos gendtipos avaliados acumularem nitrato em suas folhas durante a fase
vegetativa, remobilizando o nutriente durante o enchimento de grdos (HIREL et al.,
2001).

Interessantemente, no mesmo estudo, foram verificados QTL para producao
relacionadas a genes que codificam GS1, sendo assim ferramenta relevante para
selecdo quanto a eficiéncia no uso de nitrogénio na cultura do milho (HIREL et al.,
2001).

Ao se guantificar RNAs que codificam as seis genes de GS em nove tecidos
de milho, foi observado um perfil de expresséao distinto para cada um dos transcritos.
Os transcritos de isoformas GS1, gIinl-3 e glnl-5 apresentaram nivel de expresséo

significativamente detectavel em todos os tecidos, dentre eles cultura de células,



limbo foliar, parte aérea de plantulas, raizes, ponteira de raizes, endosperma em
desenvolvimento, espigas novas, pélen e pendao (LI et al., 1993).

Buscando elucidar a translocacdo de N em folhas de milho durante o periodo
de enchimento de gréos, trés gendtipos foram avaliados sob altos e baixos niveis de
adubacdo nitrogenada e os resultados revelaram a relacéo linear entre a atividade
de GS e teor de N em folhas, sugerindo que a GS pode auxiliar na avaliagdo do nivel
de N (HIREL et al., 2005).

Assim, é possivel observar que estudos relacionados com enzimas chaves no
metabolismo do nitrogénio apresentam resultados preliminares promissores em
milho. No entanto, sdo necessarios mais estudos dos perfis de expressao dos genes
codificadores em genétipos de milho inoculados com A. brasilense.

Diante do exposto, o direcionamento de programas de melhoramento para a
selecdo de gendtipos responsivos a interacdo com bactérias diazotréficas, como
Azosprillum spp., torna-se uma alternativa promissora e que deve ser considerada
(HUNGRIA, 2011).
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CAPITULO 2 - QUALIDADE DE SEMENTES, TEORES DE CLOROFILA E
NITROGENIO FOLIAR EM MILHO INOCULADO COM Azospirillum brasilense

Seed quality, clorophyll and nitrogen content in leaves of maize inoculated with

Azospirillum brasilense

RESUMO - O objetivo foi avaliar diferencas entre genétipos de milho quanto a
resposta germinativa das sementes e crescimento de plantulas inoculadas com
Azospirillum brasilense, assim como o efeito da inoculagcdo no teor de nitrogénio e
indice de conteudo de clorofila foliar. A qualidade fisiolégica de sementes dos
hibridos simples, AG7098 e 2B707, e das variedades sintéticas experimentais, V2 e
V4, inoculados com A. brasilense foi avaliada por meio de testes de germinacéao,
porcentagem e velocidade de emergéncia, massa de matéria seca de parte aérea e
raiz. O teor de nitrogénio e o indice de conteddo de clorofila foram avaliados em
folhas dos mesmos quatro genétipos cultivados em casa de vegetacdo sob
diferentes sistemas de fornecimento de nitrogénio e formas de inoculacdo com A.
brasilense. Os genotipos diferem em relacdo a inoculacdo com A. brasilense. Os
hibridos foram responsivos a inoculacdo com A. brasilense para massa de matéria
seca de raiz. A variedade V2 apresentou comportamento inferior quanto a massa de
matéria seca de raiz, mas respondeu positivamente a massa de matéria seca de
parte aérea, e V4 ndo apresentou diferencas significativas quando inoculada. Os
resultados de indice de conteudo de clorofila ndo foram significativos. Para teor de
nitrogénio foliar cada gendtipo avaliado respondeu de maneira particular. E possivel
inferir que os hibridos avaliados responderam melhor a inoculacdo com a bactéria,
sendo que o maior desenvolvimento de raizes leva ao maior aproveitamento de
agua e nutrientes.

Palavras-chave Zea mays L., bactérias diazotréficas, fixacdo biolégica de

nitrogénio, interacao planta x bactéria

ABSTRACT - This study aimed to evaluate differences between maize genotypes as
to seed germination response and seedling growth inoculated with A. brasilense and

the effects of inoculation on nitrogen and chlorophyll content. The seed physiological



quality of simple hybrids AG7098 e 2B07 and two experimental synthetic varieties,
V2 e V4, inoculated with A. brasilense was evaluated by germination, percentage
and speed of emergence index, and dry mass of shoot and root tests. The nitrogen
content and the chlorophyll content were measured in leaves from the same four
genotypes grown in greenhouse under six systems of nitrogen supply and inoculation
forms with A. brasilense. The genotypes responded differently to inoculation with A.
brasilense. Hybrids showed to be responsive for root dry mass. As regards varieties,
2 had lower performance as the mass of root dry mass, however, responded
positively to dry mass of shoots and 4 presented no differences when inoculated. The
results of index of leaf chlorophyll content were not significant. The evaluated
genotypes presented a particular way of response in relation to the nitrogen content
of leaves. The hybrids responded better to inoculation with bacteria due to the higher
development of roots leads to greater use of water and nutrients.

key words: Zea mays L., diazotrophs, biological nitrogen fixation, plant x bacteria

interaction

INTRODUCAO

Na cultura do milho (Zea mays L.) os incrementos em produtividade por meio
do melhoramento genético s@o evidentes, mas, a baixa produtividade média
nacional esta diretamente ligada a fatores como a fertilidade do solo e a baixa
tecnologia adotada na utilizacao de insumos.

Neste contexto, destaca-se a adubacdo nitrogenada, que fornece o
macronutriente mais exigido e absorvido pela planta de milho e mais limitante a
producdo, o nitrogénio (FAQUIN, 2005; OKUMURA et al.,, 2011). Este elemento
participa da composi¢cdo de moléculas vitais como aminodacidos, proteinas, enzimas
e clorofila, por sua vez relacionadas a expansdo foliar, aumento da taxa
fotossintética, maior crescimento, desenvolvimento e produgéo da planta (FAQUIN,
2005; OKUMURA et al., 2011).

O fornecimento de nitrogénio na forma de adubo quimico é um dos principais
fatores que oneram o custo de producdo das culturas. Apesar de abundante na

atmosfera, o nitrogénio € o nutriente mais escasso em praticamente todos o0s tipos



de solos nas formas que € metabolizado pelas plantas, nitrato e amoénio (NOVOA;
LOOMIS, 1981; FORNASIERI FILHO, 2007).

Dentre as maneiras sustentaveis e eficientes no uso do nitrogénio esta a
fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN). A utilizacdo de microorganismos benéficos as
plantas é conhecida, em espécies de leguminosas, pelo modelo de simbiose com
bactérias do género Rhizobium.

Na década de 70 a identificacdo por Dobereiner e Day (1976) de bactérias
diazotréficas do género Azospirillum associadas as raizes de gramineas e sua
capacidade de FBN, despertou a comunidade cientifica para 0s potenciais
beneficios deste tipo de associacdo (HUNGRIA, 2011). Apés este marco, outros
géneros e espécies de Azospirillum ja foram descritos por pesquisadores e a maior
parte encontradas em solos brasileiros (BALDANI et al., 1997; HUNGRIA, 2011).

Diversas contribuicdes ja foram relatadas por pesquisadores como resultado
da interacdo plantas x bactérias do género Azospirillum, dentre elas, incrementos
nos teores de clorofila, de nitrogénio, de prolina em parte aérea e raizes, de
condutancia estomatica; maior altura de plantas, producdo de biomassa, producéo
de graos, desenvolvimento de raizes e tolerancia a estresse hidrico, entre outros
(SWEDRZYNSKA; SAWICKA, 2000; HUNGRIA, 2011; YADAV; YADAV; SINGH,
2011; LANA et al., 2012).

No entanto, os resultados deste tipo de interagdo sao altamente afetados por
fatores ligados ao solo, ambiente e gendtipo da planta e/ou da bactéria (DALLA
SANTA et al., 2004; BRACCINI et al., 2012). A forma como é realizada a inoculacgéo,
via semente ou via solo, pode alterar a resposta das plantas a interagdo com a
bactéria. Assim, o efeito sobre a qualidade fisiolégica das sementes é relevante, uma
vez que grande parte do sucesso da agricultura esta fundamentada na alta
qualidade das sementes utilizadas, visto que a semente é o veiculo de toda
tecnologia gerada pelo melhoramento genético.

E crescente a busca pelo melhor entendimento da interacdo Azospirillum spp.
x planta, de modo a alcancar a eficiéncia do uso de bactérias diazotréficas em
associacdo com a cultura do milho, com intuito de possibilitar incrementos na
produtividade, além da reducdo dos custos de producdo e praticas agricolas mais
sustentaveis e menos poluentes (HUNGRIA, 2011; LANA et al., 2012).



Diante disso, o trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da
inoculacdo com Azospirillum brasilense sobre a resposta germinativa das sementes,

vigor de plantulas, e o teor de clorofila e nitrogénio em folhas de milho.

MATERIAL E METODOS
Procedimento Experimental

Os ensaios foram conduzidos sob condi¢Bes controladas em laboratorio e
casa de vegetacdo do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, FCAV-UNESP,
Jaboticabal-SP.

Foram avaliados quatro gendtipos de milho, sendo dois hibridos simples
comerciais (AG7098 e 2B707), e duas variedades sintéticas experimentais que estao
em fase de registro junto ao MAPA denominadas V2 e V4. As sementes utilizadas
foram fornecidas previamente tratadas com fungicida e inseticida pelas empresas
produtoras de sementes.

A inoculagdo com Azospirillum brasilense foi realizada utilizando-se um
produto comercial contendo as estirpes AbV5 e AbV6 de formulacdo liquida na
concentragdo minima de 5 -10° células mL™ (Qualyfix Graminea, Brasilquimica) nas
doses sugeridas pelo fabricante; correspondendo a 4 mL Kg™ de sementes para
inoculac&o via semente e 600 mL ha™ para inoculacdo do solo.

A inoculacdo das sementes foi realizada no momento da semeadura. As
sementes foram colocadas em sacos plasticos, pesadas, adicionado o volume
indicado do inoculante e realizada a homogeneizacéo. Para a inoculagdo via solo o
volume de inoculante foi distribuido paralelamente as plantas sobre o solo com

auxilio de um pipetador automéatico aos 30 dias apds emergéncia.
Experimento para Analise de Qualidade de Sementes e Vigor de Plantulas

Os experimentos de qualidade de sementes e de vigor de plantulas foram



conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeticdes de 50 sementes.

A gqualidade fisiolégica das sementes dos quatro genotipos inoculados com A.
brasilense foi avaliada por meio de testes de germinagdo e vigor. O teste de
germinacao foi preparado em papel mata borrdo, umedecidos com agua destilada,
sobre o qual as sementes foram dispostas com auxilio de uma placa perfurada. Em
seguida foram alocados em germinadores, conforme os critérios recomendados nas
Regras de Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). A contagem da porcentagem de
plantulas normais germinadas foi realizada apods 7 dias.

Para o teste de emergéncia de plantulas as sementes foram distribuidas em
bandejas de plastico contendo a mistura areia: terra (2:1). Apés a semeadura, as
bandejas foram mantidas em sala de crescimento vegetal a 25°C e fotoperiodo de
12 horas. As contagens de plantulas emergidas foram realizadas diariamente até
estabilizacdo do estande, que ocorreu aos 14 dias ap0s semeadura. Apos este
periodo foi considerada a porcentagem de plantulas normais aos 14 dias, quando
houve estabilizacdo, e o indice de velocidade de emergéncia (IVE), determinado
segundo formula proposta por Maguire (1962).

Adicionalmente, foi realizada a avaliacdo de massa de matéria seca da parte
aérea (MSA) e da raiz (MSR), determinadas utilizando-se quatro repeticdes de 25
plantulas coletadas ao final do teste de emergéncia as quais foram secas em estufa
de ventilacdo forcada (65 °C) por 72 horas. Os calculos foram obtidos dividindo-se a
massa de matéria seca pelo numero de plantulas (NAKAGAWA, 1999), e os

resultados expressos em mg plantula™.

Experimento para Determinacado do Teor de Clorofila e Nitrogénio em Folhas

Este ensaio foi montado em casa de vegetacdo, semeando-se 0s quatro
gendtipos em vasos com capacidade para 12 dm® os quais foram preenchidos com
solo do tipo latossolo vermelho eutréfico tipico, textura argilosa (Anexo 1).

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados
em esquema fatorial 4 x 6 (gendtipo x tratamento), com trés repeti¢cdes, sendo cada

parcela experimental constituida de dois vasos com duas plantas cada. Os quatro



genaotipos receberam os seguintes tratamentos: 1) Controle, sem inoculacdo e sem
cobertura com N, 2) Inoculacéo via sementes com A. brasilense sem adubacédo de
cobertura com N, 3) Inoculacao via sementes e adubacao de cobertura com 100 kg
de N ha™, 4) Inoculacdo via solo sem adubac&o de cobertura com N, 5) Inoculacéo
via solo e adubac&o de cobertura com 100 kg de N ha™, 6) Sem inoculacdo com
adubac&o de cobertura com 100 kg de N ha™. Todos os vasos receberam adubac&o
de base com a formulagdo N-P-K (8-28-16) de acordo com as recomendagdes para
a cultura e, para os tratamentos que receberam N em cobertura aos 30 dias apos
emergéncia (d.a.e.) a fonte utilizada foi ureia (45% de N solavel). Os vasos
receberam irrigacao diaria e uniforme.

Foi amostrada a terceira folha totalmente expandida contada a partir do apice
(FERREIRA et al., 2002), das duas plantas contidas em cada parcela, aos 55 dias
apos emergéncia (FERREIRA et al., 2002; ROESCH et al., 2005, FORNASIERI
FILHO, 2007), quando as plantas apresentavam 10 ou 11 folhas totalmente
expandidas.

A leitura do teor de clorofila ocorreu no momento da coleta, entre 10 e 14
horas, quando a posicdo do sol é favoravel ao uso do clorofilémetro. A leitura foi
realizada na regido mediana das folhas, lateralmente a nervura central, com o auxilio
do clorofildbmetro modelo CCM-200 (Opti-Scienses, Inc.), obtendo-se os dados de
indice de conteudo de clorofila foliar (ICC).

As folhas foram lavadas com agua deionizada por trés vezes, posteriormente
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de ventilacao forcada + 65 °C.
Em seguida retirou-se a nervura central das folhas, que foram moidas em moinho
mecanico tipo Willey. O nitrogénio total foi extraido por digestdo sulflrica a quente
conforme descrito por Bataglia et al. (1983).

Os dados de porcentagem de germinacdo e emergéncia, MSA, MSR, ICC e
TN foram submetidos a analise de variancia e teste F (P < 0,05), sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). Para verificar a distribuicdo normal dos
dados foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e somente 0s
dados de porcentagem de germinagdo e emergéncia necessitaram de
transformacéo, sendo a mesma realizada por raiz quadrada (Vx). Todas as analises

foram realizadas utilizando-se o software Statiscal Analysis System v.8 (SAS, 1999).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinac&o de Sementes e Vigor de Plantulas

A inoculagdo das sementes dos quatro gendtipos de milho com A. brasilense
nao afetou a porcentagem de germinacdo (Tabela 1). No entanto, todos
apresentaram altas porcentagens de germinacao, superiores ao minimo exigido para
comercializacdo que é de 85%, estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento, IN n°45, de 17 de setembro de 2013. A porcentagem de
germinacgao para os genotipos AG7098, 2B707, V2 e V4 foram de 95, 98, 91 e 94%,
respectivamente.

Os gendtipos responderam de forma diferenciada a inoculacdo quanto a

massa de matéria seca de parte aérea (MSA) e de raiz (MSR) (Tabela 1).

Tabelal. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios e suas
respectivas significancias para germinacao (G), emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), massa de matéria seca de raiz (MSR),
massa de matéria seca de parte aérea (MSA) em gendétipos de milho
inoculados com Azospirillum brasilense

FV GL G E IVE MSR MSA

3 0,167™ 0,011™ 0,787™ 1962,860** 519,138**

Genotipo
Inoculagéo 1 0,043"™ 0,160* 2,582* 985,347**  36,125™
Genotipo X3 g 4991 90397  0,517™ 2789499+ 90832
Inoculacéao
Residuo 24 0,081 0,024 0,455 65,559 24,652
CV(%) 2,93 1,59 5,76 8,26 9,55

** @ * significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; "™ n&o significativo pelo
teste F.

A inoculacdo com A. brasilense ndo afetou a qualidade fisiolégica das
sementes demonstrando a viabilidade da utilizacdo de inoculantes em milho via

sementes.



Do mesmo modo, em sementes de trés cultivares de trigo inoculadas com A.
brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, ndo foi verificado efeito da inoculacdo na
germinacdo das sementes (RAMPIM et al., 2012). Também em trigo, utilizando
outras estirpes, a inoculacdo de sementes com A. brasilense néo apresentou efeito
sobre a germinacéo (SILVESTRE et al., 2009).

A inoculagédo com A. brasilense afetou a porcentagem e a velocidade de
emergéncia, porém, esta diferenca € muito reduzida e em termos praticos nao
resulta em diferenga entre os tratamentos. Provavelmente, foi detectada diferenga,
pois o CV (%) é muito baixo e, portanto, diferencas minimas podem ser

estatisticamente significativas (Tabela 1 e 2).

Tabela2. Porcentagem de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (IVE)
de sementes de gendtipos de milho inoculados com Azospirillum brasilense

Inoculagao Emergéncia (%) IVE
Azospirillum
Sem 98 a 12,00 a
Com 95 b 11,43 b

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Segundo BARILLI et al. (2011), pode-se considerar que, ndo ha efeito da
inoculacdo com A. brasilense sobre a porcentagem final de germinacéo e IVE de
sementes de milho. Outro estudo com sementes de arroz, foi obsevado que a
inoculacdo com estirpes do género Azospirillum proporcionou maior velocidade de
emergéncia e menor contaminac&o por fungos (ARAUJO et al., 2010).

Os hibridos AG7098 e 2B707 apresentaram incremento significativo de MSR,
de 113,65% e 17,74%, respectivamente, na presenca de A. brasilense, néo
respondendo quanto a MSA (Tabela 3).

Para a V2 foi observado incremento de 28,35% em MSA quando inoculada
com A. brasilense, mas, por outro lado, houve efeito negativo da inoculacéo para
MSR. A V4 por sua vez, ndo respondeu a inoculacdo (Tabela 3).

O aumento de MSA pode implicar em maior producdo de biomassa,
consequentemente em maior produtividade. Segundo QUADROS (2009) e LANA et
al. (2012) a inoculagdo com A. brasilense promoveu aumento de produtividade e

massa seca de parte aérea em milho.



Tabela 3. Massa de matéria seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSA), em mg por
plantula, oriundas de sementes de genotipos de milho inoculados com
Azospirillum brasilense

Inoculagéo Gendtipo
Azospirillum AG7098 2B707 V2 V4

MSR

Sem 50,85 Bb 99,40 Ab 106,41 Aa 113,03 Aa

Com 108,64 Aa 117,03 Aa 74,40 Bb 114,01 Aa
MSA

Sem 63,60 Aa 52,70 Ba 38,10 Cb 49,40 Ba

Com 59,90 Aa 57,40 ABa 48,90 BCa 46,10 Ca

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna nédo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apos a inoculacdo com as estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense foram
verificadas contribuicdes em relacéo ao crescimento radicular e altura de plantas de
milho em ensaios de campo (HUNGRIA, 2011).

Também, plantas de milho que receberam metade da dose de nitrogénio e
inoculacdo com A. brasilense, apresentaram valores de massa seca de planta
semelhante aos tratamentos que receberam 100% da dose de nitrogénio, e superior
as plantas que nado receberam inoculagcdo com A. brasilense (BRACCINI et al.,
2012).

A inoculacdo com A. amazonense promoveu incremento na producdo de
massa seca de raiz de plantas de milho, contudo ndo foi observado efeito da
bactéria sobre a massa seca de parte aérea (REIS JUNIOR et al., 2008).

Assim, fica evidente a influencia da inoculagdo com A. brasilense no
desenvolvimento das raizes nos hibridos, o que esta diretamente ligado ao potencial
de exploragéo do solo pelas plantas. Apesar de ndo suprirem toda a necessidade de
N das plantas, bactérias diazotréficas podem influenciar sobremaneira a nutricdo
nitrogenada das culturas o que esta relacionado indiretamente ao aumento do
sistema radicular (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; MANTELIN;
TOURAINE, 2004).

E possivel inferir que os hibridos avaliados podem responder de maneira mais

promissora a inoculagdo com a bactéria, uma vez que o maior desenvolvimento de



raizes pode aumentar a capacidade das plantas em absorver agua e nutrientes, e,
consequentemente, tornarem-se plantas mais vigorosas, por conseguinte mais
tolerantes a situagcbes adversas de seca, salinidade, patogenicidade (MANTELIN;
TOURAINE, 2004; HUNGRIA, 2011) e produtivas.

Teor de Clorofila e Nitrogénio em Folhas de Genotipos

A inoculacdo com A. brasilense e a adubacao nitrogenada nao influenciaram
o indice de conteudo de clorofila (ICC) dos genétipos avaliados. Mas, houve
diferenca no ICC entre os gendtipos (Tabela 4).

Para o teor de nitrogénio (TN) foliar foi observada interacdo significativa para
formas de fornecimento de nitrogénio x gendtipo, sugerindo que as respostas dos
genadtipos avaliados foram distintas em relacdo aos tratamentos recebidos (Tabela
4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia com os quadrados médios para indice de
contetdo de clorofila (ICC) e teor de nitrogénio (TN) na folha submetidos
a diferentes formas de inoculacdo com Azospirillum brasilense e
fornecimento de fertilizante nitrogenado

Fontes de Variac&do GL ICC TN
Bloco 2 33,5617** 38,840**
Tratamento 5 12,283" 24,841
Genotipo 3 90,954** 1,839
Tratamento x Gendtipo 15 15,558™ 36,826**
Residuo 118 18,680 3,572
CV(%) 13,31 5,33

** gignificativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ™

probabilidade.

nao significativo pelo teste F a 5% de

Geralmente, o aumento no teor de clorofila € considerado um parametro que
coincide com o aumento na fotossintese e, consequentemente, com o aumento do
potencial produtivo e vigor das plantas (SWEDRZYNSKA; SAWICKA. 2000;

BASHAN et al., 2006). Em milho foi verificado que a inoculagdo com A. brasilense



proporcionou incrementos do teor de clorofila e plantas mais vigorosas (HUNGRIA,
2011).

A inoculacdo com A. brasilense em trigo, promoveu aumento de pigmentos
fotoprotetores e pigmentos fotoprotetivos auxiliares que beneficiam o crescimento
das plantas. Neste estudo, os autores sugerem que a interacao Azospirillum x planta
envolvem multiplos mecanismos de acdo que sdo ativados simultaneamente, como
efeito hormonal, fixacdo de nitrogénio e absorcdo de minerais (BASHAN et al.,
2006).

O hibrido AG7098 apresentou ICC superior aos demais genétipos, esta pode

ser considerada uma caracteristica prépria do genaétipo (Tabela 5).

Tabela 5. indice de Contetdo de Clorofila (ICC) em folhas de gendétipos de milho
submetidos a diferentes formas de inoculagdo com Azospirillum brasilense
e fornecimento de fertilizante nitrogenado

Genotipo ICC
AG7098 34,82 a
2B707 31,38 b
V2 32,03 b
V4 31,64 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Avaliando o teor de clorofila em folhas em milho inoculado com A. brasilense
sob diferentes doses de nitrogénio, verificou-se que o aumento no teor de clorofila foi
proporcional as doses de nitrogénio, ocorrendo efeito positivo da inoculacéo
(JORDAO et al., 2010).

Embora para alguns gendétipos de milho ndo tenha sido observada correlacéo
entre ICC e TN foliar (ROCHA et al., 2005; SILVA et al., 2011), o teor de clorofila
foliar pode ser uma alternativa viavel para indicar o nivel de N na planta (ARGENTA,
SILVA; BORTOLINI, 2001; ARGENTA et al., 2003; SILVA et al., 2008).

Quanto ao TN foliar, ao analisarmos cada genétipo individualmente, observa-
se que para o AG7098 a inoculacao via sementes com A. brasilense com adubacéo
de cobertura nitrogenada (tratamento 3) e a adubacdo nitrogenada convencional
(tratamento 6) proporcionaram valores similares e superiores a inoculacdo via
sementes sem adubacdo de cobertura com N (tratamento 2) que resultou no menor
valor de TN (Tabela 6).



Tabela 6. Teor de nitrogénio foliar (g kg™) de genétipos de milho submetidos a
diferentes formas de inoculagdo com Azospirillum brasilense e
fornecimento de fertilizante nitrogenado

Genotipo
Tratamento  AG7098 2B707 V2 V4
TN
1 35,76 Aab 31,01 Cc 34,63 ABab 32,63 BCc
2 33,76 Bb 38,26 Aa 36,01 ABab 33,88 Bc
3 37,75 Aa 34,13 Bbc 35,51 ABab 34,76 Bbc
4 34,88 Bab 33,76 Bbc 34,76 Bab 41,13 Aa
5 35,13 BCab 38,26 Aa 37,76 ABa 34,01 Cc
6 36,51 Aa 35,76 ABab 33,51 Bb 37,88 Ab

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 1) Controle, sem inoculacdo e sem cobertura com N, 2)
Inoculacdo via sementes com A. brasilense sem adubac¢&o de cobertura com N, 3) Inoculagdo via
sementes e adubacg&o de cobertura com 100 kg de N ha™, 4) Inoculacéo via solo sem adubacéo de
cobertura com N, 5) Inoculag&o via solo e adubacdo de cobertura com 100 kg de N hat, 6) Sem
inoculacdo com adubacao de cobertura com 100 kg de N ha™.

O hibrido 2B707 mostrou-se responsivo tanto a inoculacdo com A. brasilense
via sementes e sem adubacédo de cobertura com N (tratamento 2) como a inoculagéo
via solo mais cobertura nitrogenada (tratamento 5). O controle (tratamento 1), por
sua vez, apresentou-se inferior em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 6). De
acordo com os resultados, este hibrido dispensaria a adubacdo nitrogenada de
cobertura quando inoculado com A. brasilense via sementes para obter o mesmo TN
foliar.

A V2 apresentou maior TN quando inoculada com A. brasilense via soloem
relacdo ao tratamento que recebeu somente N via fertilizante em cobertura
(tratamento 6) (Tabela 6). Assim, a inoculacdo com A. brasilense via solo contribuiu
para a melhor resposta da variedade V2 mesmo se fornecida toda a dose de
nitrogénio recomendada para a cultura do milho.

A variedade V4 apresentou folhas com maior TN quando da inoculagdo com
A. brasilense via solo (tratamento 4), seguido da cobertura com N (tratamento 6)
(Tabela 6). Diante disso, a variedade V4 pode dispensar a adubacéo de cobertura se
realizada a inoculacéo via solo, resultando no mesmo TN foliar.

Resultados semelhantes foram relatados em relacdo ao comportamento
distinto de gendtipos de trigo inoculados com A. brasilense, observando-se aumento
no teor de nitrogénio da parte aérea de 35,3 e 22,4% em duas (CD 108 e CD 150,

respectivamente) de cinco cultivares de trigo avaliadas (LEMOS et al.,, 2013).



Também foi observado o aumento no teor de nitrogénio em plantas de trigo cujas
sementes foram inoculadas com A. brasilense sem fornecimento de nitrogénio
(RODRIGUES et al., 2000).

A inoculacdo com A. brasilense proporcionou maior absorcéo de nitrogénio na
fase pds-antense em trigo, que apesar de nao incrementar a producdo, promoveram
acumulo de nitrogénio e massa de matéria seca de palha. Neste estudo, a adubacé&o
nitrogenada de cobertura (45 kg ha® de N) pbdde ser substituida quando da
inoculacéo via sementes mais 15 kg ha™ de N no plantio (DIDONET; RODRIGUES;
KENNER, 1996).

O teor de nitrogénio em raizes de plantas de milho sob diferentes regimes e
fontes de nitrogénio foi aumentado quando estas foram inoculadas com A.
amazonense (REIS JUNIOR et al., 2008).

Por outro lado, ndo houve contribuicdo da inoculacdo de uma mistura de
bactérias diazotroficas (A. lipoferum, A. amazonense e Burkholderia kururiensis) em
nove genotipos de milho avaliados em relagdo ao conteudo de nitrogénio acumulado
(MENDONCA; URQUIAGA; REIS, 2006).

Dentre 12 gendtipos de milho inoculados com uma mistura de estirpes de
Azospirillum spp., foi observado que dois deles (Morgan 318 e Dekalb 4D-70),
apresentaram aumento na producao de gréos equivalente a aplicacdo de 100 kg de
N ha™. Neste estudo, o cultivo de plantas em solo contendo N*> marcado, permitiu
verificar que as respostas de acumulo de nitrogénio foram devido a fixacdo biolégica
de nitrogénio. Assim, se selecionados o0s gendétipos adequados, a adubacédo
nitrogenada pode ser parcialmente substituida pela inoculagdo com Azospirillum spp.
(GARCIA DE SALOMONE et al., 1996).

O sucesso obtido pela inoculagdo com Azospirillum spp. em milho, trigo e
milheto € influenciado por fatores como estirpe utilizada, estagio fisiolégico da planta
no momento da inoculacdo, afinidade entre estirpes da bactéria e gendtipos da
planta (BALDANI; BALDANI, 2005, REIS, 2007; BRACCINI et al., 2012).

Mais estudos com A. brasilense e genétipos de milho sédo necessarios para se
alcancar viabilidade no uso dessas bactérias e usufruir dos beneficios que esse tipo

de microrganismo pode trazer para a cultura, uma vez que, estes se mostram



promissores no sentido de promover efeitos sobre caracteres relacionados ao

incremento de produtividade, quando exploradas as interagbes adequadas.
CONCLUSOES

1- A qualidade fisiolégica das sementes nao foi alterada com a inoculagdo com A.
brasilense

2- Os genotipos respondem de forma diferenciada a inoculagcdo com A. brasilense,
sendo que os hibridos respondem melhor a bactéria quanto a massa de matéria
seca de raiz.

3- Ainoculacéo de gendtipos de milho com A. brasilense e a adubac¢éo nitrogenada
ndo influenciam o indice de conteudo de clorofila, mas alteram o teor de

nitrogénio foliar de forma positiva e diferenciada entre os genétipos.
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CAPITULO 3 - EXPRESSAOAQUANTITATIVA DE ESTS RELACIONADAS AO
METABOLISMO DO NITROGENIO EM GENOTIPOS DE MILHO INOCULADOS
COM Azospirillum brasilense

Expression of nitrogen metabolism-related ESTs in maize genotypes

inoculated with Azospirillum brasilense

RESUMO - O trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a expresséo
quantitativa relativa de ESTs chaves no metabolismo do nitrogénio em gendtipos de
milho inoculados com Azospirillum brasilense. Para isso, foram avaliadas duas ESTs
que codificam enzimas chaves da rota metabdlica do N, a nitrato redutase (ZmNR) e
a glutamina sintetase (ZmGIn1-3) por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo
real. O experimento foi conduzido sob condi¢des controladas, em casa de vegetacao
onde foram cultivados dois hibridos simples comerciais (AG7098 e 2B707) e duas
variedades sintéticas experimentais (V2 e V4) sob diferentes formas de inoculagéo
com Azospirillum brasilense e fornecimento de N. Os gendétipos diferem em relacao
a inoculagdo com A. brasilense. A inoculagdo proporcionou incrementos na
expressdo de ZmNR para os hibridos AG7098 e 2B707. A variedade V2 nao
respondeu a inoculacdo e, V4 apresentou maior nivel de expressdo quando recebeu
somente adubacdo de cobertura nitrogenada. De maneira geral, as variedades
responderam negativamente ou nao responderam a inoculagdo com A. brasilense,
ao se comparar os genotipos dentro de tratamentos, sendo que V2 apresentou 0s
menores valores de expressdo de ZmRN para todas as formas de inoculacédo e
fornecimento de N via fertilizante. Para o hibridos AG7098 e 2B707 e para variedade
V4, a inoculagcdo com A. brasilense induziu a expresséo de transcritos ZmGinl1-3. A
variedade V2 ndo respondeu a inoculacédo quanto a expressdo da EST ZmGIn1-3.

Palavras-chave: Zea mays L.,Nitrato Redutase, Glutamina Sintetase, gPCR

ABSTRACT- We aimed to verify the relative quantitative expression of keys ESTs on
nitrogen metabolism in maize genotypes inoculated with Azospirillum brasilense.
Thus, two ESTs which encode key enzymes of the metabolic pathway of N, nitrate
reductase (ZmNR) and glutamine synthetase (ZmGInl -3) were evaluated using the

technique of quantitative PCR in real time. The experiment was conducted under



controlled conditions in a greenhouse house where two single cross hybrids (AG7098
and 2B707) and two experimental synthetic varieties (V2 and V4) were grown under
different forms of inoculation with A. brasilense and supplying nitrogen. It was
concluded that the genotypes differ in inoculation with A. brasilense. Inoculation
provided increments in the expression of ZmMNR for AG7098 and 2B707 hybrids. The
variety V2 did not respond to inoculation and V4 showed higher expression level
when received only nitrogen application. In general, the varieties responded
negatively or did not respond to inoculation with A. brasilense, when comparing the
genotypes within treatments; V2 showed lower expression values ZmRN for all forms
of inoculation and fertilizer N supply. For AG7098 and 2B707 hybrids and variety V4,
inoculation with A. brasilense induced the expression of transcripts ZmGIn1-3. The
V2 variety does not respond to inoculation as the expression of ZmGiIn1-3.

Key words: Zea mays L., Nitrate Reductase, Glutamine Synthetase, gPCR

INTRODUCAO

Por abranger diversas regides do mundo, com os mais variados tipos de clima
e solo, a cultura do milho (Zea mays L.) é consequentemente afetada por diversos
fatores abi6ticos, como baixa fertilidade do solo, principalmente quanto ao nitrogénio
(LANA et al.,, 2012). Este cenério revela uma agricultura convencional altamente
dependente de fertilizantes quimicos a fim de manter altos rendimentos (WALKER et
al., 2012; AMARAL et al., 2014).

Os fertilizantes nitrogenados fornecem o nitrogénio (N), elemento considerado
fundamental para a vida devido a sua participacdo em moléculas essenciais como
proteinas e &cidos nucléicos, que por sua vez desempenham func¢bes vitais
(NOVOA; LOOMIS, 1981; XU; FAN; MILLER, 2012).

O N é um macronutriente chave para o desenvolvimento e reproducdo vegetal
(BERNARD; HABASH, 2009). Desta maneira, podemos relacionar a alta producao
de graos com a disponibilidade de N para as culturas.

O Milho é uma das culturas mais exigentes em N e, seu fornecimento, se
tornou uma ferramenta relevante para o aumento da produtividade nas udltimas
décadas (HIREL et al., 2001).



No entanto, o alto valor dos fertilizantes nitrogenados contribui de forma
enfatica para o aumento do custo de producdo. Assim, a melhoria das técnicas de
cultivo deve ser alcangada com intuito de, ndo somente aumentar a produtividade do
milho mas, também, melhorar a situagdo econémica do produtor (YADAV; YADAYV;
SINGHER, 2011).

Desperdicios e escassez de nitrogénio podem acarretar prejuizos econémicos
e ambientais (CARVALHO; VON PINHO; DAVID, 2011), pois a baixa eficiéncia no
uso de fertilizantes nitrogenados faz com que grande parte do N aplicado ndo seja
aproveitado pelas plantas, podendo contaminar o lencol freatico ou outras fontes de
aguas. Além do processo de producédo desses fertilizantes contribuir para o efeito
estufa.

Diante disso, torna-se promissora a viabilizacdo de sistemas de producao
eficientes, onde seja possivel a reducdo da adubacado nitrogenada. A utilizacdo de
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, capazes de fixar N e aumentar
a produtividade em milho, vem sendo amplamente estudada.

Com tais caracteristicas encontram-se as bactérias do género Azospirillum
spp., capazes de se associar as raizes de plantas ndo leguminosas e promover
beneficios as culturas. Este fato foi reportado ha décadas por Johanna Ddbereiner e,
desde entdo diversos trabalhos vem comprovando os beneficios desta interacao
(BALDANI et al., 1997; DALLA SANTA et al., 2004; BALDANI; BALDANI, 2005
HUNGRIA et al., 2010).

Foi verificada a influéncia positiva no crescimento, desenvolvimento, producao
de graos e biomassa, além do conteddo de N em plantas inoculadas com
Azospirillum spp.. Tais beneficios tém sido atribuidos a diversos mecanismos de
acdo, como fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e producdo de horménios
promotores de crescimento. Contudo, as contribui¢cdes resultantes da FBN ainda séo
discutidas (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN; HOLGUIN;
BASHAN, 2004; BALDANI; BALDANI, 2005).

As fontes de N absorvidas pelas plantas s&o nitrato (NO3) ou aménio (NHz").
Para que o N seja assimilado e convertido em aminoacidos, é necessario que haja a
reducdo do nitrato em amonio. Primeiramente, ocorre a reducao de nitrato em nitrito

(NOy), catalisada no citosol pela enzima nitrato redutase (NR), etapa considerada



limitante para a taxa de assimilacdo de N (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000;
MORRISON; SIMMONS; STAPLETON, 2010).

Em seguida, o aménio gerado a partir do nitrito ou da fotorrespiragao,
reciclagem de aminoécidos, ou FBN, € metabolizado pelo complexo GS/GOGAT
(Glutamina Sintetase/Glutamato Sintase) (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000;
MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

Sendo assim, o conhecimento sobre os fatores que afetam a atividade da NR
e 0 modo como a enzima é regulada torna-se pertinente, diante da importancia que
a assimilacdo do nitrato apresenta para o crescimento das plantas (SOLOMONSON,;
BARBER, 1990). Em milho, por exemplo, a assimilacdo de nitrato como forma de
metabolizar o N é relevante em sistemas agricolas que utilizam baixa ou alta
tecnologia (MORRISON; SIMMONS; STAPLETON, 2010).

Com relacdo a GS sao caracterizadas duas isoformas em plantas superiores,
GS1, localizada no citosol e GS2, nos plastideos. Ambas desempenham funcéo
chave na assimilacdo de aménio, principalmente as enzimas citosélicas (GS1), por
assimilarem amonio a partir de diferentes fontes, inclusive produto da FBN (LI et al.,
1993; BERNARD; HABASH, 2009).

Em milho, foi verificada correlacdo entre contetdo de N, de clorofila, teor de
proteina sollvel e atividade de GS, sendo encontrados QTL para peso de mil graos
correspondentes a localizacéo de dois locus de GS1, (gin1-3 e gin1-4) (HIREL et al.,
2001; HIREL et al., 2005 a,b; MARTIN et al., 2006)

Ao se quantificar RNAs dos cinco genes de GS1 e de GS2 em nove tecidos
de milho, foi observado um perfil de expresséao distinto para cada um dos transcritos.
Os transcritos de dois genes que codificam GS1, glnl1-3 e gInl-5, apresentaram nivel
de expressao significativamente detectavel em todos os tecidos, dentre eles cultura
de células, limbo foliar, parte aérea de plantulas, raizes, ponteira de raizes,
endosperma em desenvolvimento, espigas novas, polen e pendao (LI et al., 1993).

Nota-se que estudos relacionados as enzimas descritas acima e seus
transcritos vém apresentando resultados promissores. No entanto, o perfil de
expresséo destes genes em milho inoculado com Azospirillum brasilense necessita

de mais estudos.



Diante do exposto, o trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito
da inoculacdo com Azospirillum brasilense sobre o perfil de expressao temporal

quantitativa de ESTs relacionadas ao metabolismo do nitrogénio em milho.

MATERIAL E METODOS

Procedimento Experimental

Os ensaios foram conduzidos sob condi¢cdes controladas, em casa de
vegetacdo do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, FCAV — UNESP,
Jaboticabal-SP.

Foram avaliados quatro gendtipos de milho, sendo dois hibridos simples
comerciais (AG7098 e 2B707) e duas variedades sintéticas experimentais que estao
em fase de registro junto ao MAPA, denominadas V2 e V4. As sementes utilizadas
foram fornecidas, previamente tratadas com fungicida e inseticida, pelas empresas
produtoras de sementes.

A inoculagdo com Azospirillum brasilense foi realizada utilizando-se um
produto comercial contendo as estirpes AbV5 e AbV6 de formulacdo liquida na
concentragdo minima de 5 -10° células mL™ (Qualyfix Graminea, Brasilquimica) nas
doses sugeridas pelo fabricante; correspondendo a 4 mL Kg™* de sementes para
inoculacdo via semente e 600 mL ha™ para inoculacdo do solo.

A inoculagdo das sementes foi realizada no momento da semeadura. As
sementes foram colocadas em sacos plasticos, pesadas, adicionado o volume
indicado do inoculante e realizada a homogeneizacéo. Para a inoculacdo via solo o
volume de inoculante foi distribuido paralelamente as plantas sobre o solo com

auxilio de um pipetador automatico aos 30 dias apds emergéncia.



Bioensaio de Casa de Vegetacédo e Coleta das Amostras

As sementes dos quatro genétipos foram semeadas em vasos com

capacidade para 12 dm™ preenchidos com solo do tipo latossolo vermelho eutréfico
tipico, textura argilosa (Anexo 1).
O ensaio foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados em
esquema fatorial 4 x 6 com trés repeticbes, sendo cada parcela experimental
constituida de dois vasos com duas plantas, onde os quatro genoétipos foram
submetidos aos seguintes tratamentos: 1) Controle, sem inoculacdo e sem cobertura
com N, 2) Inoculag&o via sementes com A. brasilense sem adubagédo de cobertura
com N, 3) Inoculacéo via sementes e adubacédo de cobertura com 100 kg de N ha™,
4) Inoculagéo via solo sem adubacgéo de cobertura com N, 5) Inoculagéo via solo e
adubacdo de cobertura com 100 kg de N ha™?, 6) Sem inoculacdo com adubac&o de
cobertura com 100 kg de N ha™.

Todos os vasos receberam adubacao de base com a formulacdo N-P-K (8-28-
16) de acordo com as recomendacdes para a cultura e, para os tratamentos que
receberam N em cobertura aos 30 dias apés emergéncia (d.a.e.) a fonte utilizada foi
ureia (45% de N soluvel). Os vasos receberam irrigacdo diaria e uniforme.

Foi amostrada a terceira folha totalmente expandida contada a partir do apice
(FERREIRA et al., 2002) das duas plantas contidas em cada parcela, aos 55 dias
apos emergéncia (FERREIRA et al., 2002; ROESCH et al., 2005; FORNASIERI
FILHO, 2007), quando as plantas apresentavam 10 ou 11 folhas totalmente
expandidas. As amostras foram envolvidas em papel aluminio, identificadas e
imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer, a

- 70 °C, até o momento do isolamento do RNA total.

Isolamento de RNA total e Tratamento com DNase |

As amostras coletadas correspondentes a cada parcela/gendtipo/tratamento
foram processadas individualmente para o isolamento do RNA total
Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram triturados em almofariz com

nitrogénio liquido. Para extracdo de RNA total foi utilizado 1 mL do reagente TRIzol®



Reagent (Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, CA), seguindo-se o procedimento
descrito no manual do fabricante e o método desenvolvido por Chomezynski e
Sacchi (1987). Ao fim do isolamento as amostras foram armazenados em ultra
freezera - 70 °C.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase |, RNase-free (Thermo
Scientific Pittsburgh, PA, USA) conforme instrucdes do fabricante, para eliminacao
de eventual contamina¢cdo com DNA gendmico.

Em uma reacao de 20 pL foi adicionado 2 pg de RNA total para cada 2 U de
DNase |, 2 pL de tampédo 10X, e 2 U de RiboLock RNase Inhibitor. A reacao foi
incubada em termociclador por 30 min a 37 °C, em seguida adicionado 1 pL de
EDTA 50 mM e incubados novamente a 65 °C por 5 min.

A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose (1,0% m v), assim

como a auséncia de DNA gendmico (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de qualidade de RNA total extraido de folhas de milho avaliados em
gel de agarose (1,0% m v'') corado com brometo de etideo (10 mg mL™)

A quantificacdo do RNA total de todas as amostras foi realizada com o
equipamento NanoDropTM 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).



Sintese de cDNA

A partir dos RNAs totais tratados com DNAse | foi sintetizado o cDNA, de
cada tratamento, utilizando-se o kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) e seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.

A reacdo de RT-PCR foi realizada contendo 2 pug de RNA total, 1 uL de
primers 100 mM oligo (dT)1s, sendo o volume de rea¢do completado para 12 pL com
agua ultra pura livre de nucleases, seguido de incubagédo a 65 °C por e 5 min. Os
tubos foram imediatamente acondicionados em banho de gelo, aos quais se
adicionou 4 pL do tampéo 5X, 1 pL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 pL de 10
mM dNTP Mix, 1 pL RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ pL), para
volume total de 20 pL. ApoOs a reacdo de sintese os cDNAs foram armazenados em

ultra freezer a - 70 °C.

Andlises da Expressdo de ESTs em Folhas de Milho por PCR Quantitativa em
Tempo Real (QPCR)

Desenho dos primers

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados utilizando o programa
Primer Express v.2.1 (Applied Biosystems), dentro do parametros aceitaveis para
PCR quantitativo em tempo real, estabelecidos para gerar produtos de amplificacéo
de 50 a 150 pb (Primer Express Software v.2.1).

Primers especificos para as ESTs da nitrato redutase (ZmNR) e da glutamina
sintetase (ZmGIn1-3) de milho, foram gerados com base em sequéncias
disponibilizadas em banco de dados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nimeros de
acesso : AF153448.1 e X65928.1( LI et al., 1993; CANAS et al., 2009), amplificando
fragmentos de 124 e 94 pb, respectivamente. O gene da Actina foi escolhido como
gene de referéncia com base em estudos anteriores (ZORB et al., 2005; SHEN et al.,
2012) amplificando 128 pb, além de se mostrar estavel nas andlises de

padronizacao do ensaio (Tabela 1).



Tabela 1. Sequéncias dos primers e identificagcdo das sequéncias moldes

Primer ID da Sequéncia 5’- 3’
sequéncia
ZmNR foward AF153448.1 GCCGAGTCCGACAATTACTAC
ZmNR reverse AF153448.1 GCGTCGTTATCACCGAGTTTA
ZmGlIn1-3 foward X65928.1 GTGGTATGGTATTGAGCAGGAG
ZmGIn1-3 reverse X65928.1 CGCCGATTCCACAGTAGTAAG
ZmActin foward J01238.1 GCCACGTACAACTCCATCAT
ZmActin reverse J01238.1 GACGTGATCTCCTTGCTCATAC

Todos os primers foram desenhados de modo que intercalassem introns e
exons das sequéncias moldes descritas, reduzindo a probabilidade de amplificacdo
de DNA gendmico, caso houvesse.

A especificidade de cada iniciador foi verificada por meio de alinhamento das
suas sequéncias utilizando a fungdo BLASTn no GenBank (ALTSCHUL et al., 1997).
Além disso, foi realizada uma PCR convencional com um pool de cDNAS para

verificacdo da presenca de bandas individuais em eletroforese em gel.

PCR gquantitativa em tempo real

A analise da expressdo quantitativa em tempo real foi realizada no aparelho
ABI PRISM 7500 Sequence Detector System ( AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA).

A eficiéncia dos ensaios foi analisada com um pool de amostras de cDNAs
dos tratamentos em diluicdo seriada de cDNA (1:10) e dos primers para as
sequéncias alvos e de referéncia. Assim, foi possivel observar que a eficiéncia dos
primers alvos e do gene de referéncia apresentaram eficiéncias préximas e dentro
dos limites aceitaveis, viabilizando a utilizacdo dos ensaios. Para calcular a eficiéncia
da reacdo foi usada a formula: E=[105°P]-1 (BUSTIN et al., 2009).

As amostras de cDNA utilizadas nas reac¢des constituiam-se de um pool das
repeticbes bioldgicas sendo representadas por trés amostras/tratamento para cada

um dos genotipos. Cada reacgéo foi composta 1 uL de cDNA, 200 nM de cada primer



(foward e reverse), 0,4 pL de ROX Low e 10 pL do KAPA SYBR® FAST qPCR kit
Master mix, com ROX (Kapa Biosystems, Inc., Boston, MA, USA). O volume final foi
ajustado para 20 uL. As condi¢cBes térmicas da reacao foram 2 minutos a 50 °C, 10
min. a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 seg. a 95 °C e 1 min. a 60 °C, finalizando
com 15 seg. a 95 °C. ApoOs a quantificacdo relativa, foi feita uma curva de
dissociacao para verificar a qualidade do produto amplificado. As reacdes foram
feitas em triplicatas, utilizando sempre um controle sem cDNA em cada placa para

detectar possiveis contaminagdes. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.
Andlise e Validacao dos Dados

Os resultados foram calculados pelo método do AACq, em que os dados sao
normalizados utilizando os valores Cq obtidos para o gene de referéncia. Cq é
definido como o primeiro ciclo de amplificacdo, em que a fluorescéncia indica que o
produto de PCR € detectado acima do limiar. A normalizacao foi realizada utilizando
a equagao: ACq = Cq (gene alvo) - Cqg (gene de referéncia; actina). A calibracdo foi
determinada pela formula AACq = ACq (amostra) - ACq (calibrador). A quantificagéo
relativa (RQ) foi obtida pela formula; 2 ~22°9 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Os dados normalizados obtidos pelos célculos de quantificacao relativa da
expressdo das ESTs foram submetidos a ANOVA pelo teste de F (P < 0,05),
considerando delineamento inteiramente ao acaso. As meédias obtidas foram
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). Todas as andlises foram realizadas

utilizando-se o software Statiscal Analysis System v.8 (SAS, 1999).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Expressao Quantitativa Relativa de ESTs

ZMmNR
A inoculacdo com A. brasilense proporcionou incrementos na expressao de
transcritos ZmNR para os hibridos AG7098 e 2B707. O mesmo néo foi observado

para as variedades, sendo que V2 nao respondeu a inoculagcédo e, V4 apresentou



maior nivel de expressdo quando recebeu somente a adubacdo de cobertura
nitrogenada (Figura 2).

Para o AG7098, a inoculacdo com A. brasilense via sementes a.s.
(Tratamentos 2 e 3), proporcionou niveis de expressdo similares,
independentemente da adubacé&o nitrogenada de cobertura. A inoculacéo via solo foi
superior quanto a indugéo da expressao de ZmNR, somente quando combinada com
a adubacdo de cobertura com 100 kg de N ha™ (tratamento 5), ndo diferindo do
tratamento que recebeu apenas adubacdo de cobertura com N (Tratamento 6)
(Figura 2).

A inoculacdo via sementes (Tratamento 2) do gendtipo 2B707 promoveu
incremento significativo no nivel de expressdo dos transcritos ZmNR, seguido dos
tratamentos com inoculacdo via sementes e adubacdo de cobertura com 100 Kg de
N ha?, inoculagdo via solo sem adubacdo de cobertura com N e somente a
adubacao de cobertura com 100 Kg de N ha™, respectivamente (Tratamentos 3, 4, e
6) (Figura 2).

De acordo com os resultados, a inoculacdo via sementes dos dois hibridos
avaliados dispensaria adubacdo de nitrogenada de cobertura, para obter o mesmo
nivel de expressao de ZmNR.

Em relacdo a V2, foi verificado que a inoculacdo via sementes ndo afetou a
expressdo da EST ZmNR mas, na presenca de adubacdo com N em cobertura,
observou-se supressao dos transcritos. A inoculagdo com A. brasilense via solo e/ou
a adubacdo nitrogenada de cobertura (Tratamentos 4, 5 e 6) nado influenciou a
expressao de ZmNR (Figura 2). Assim, a variedade V2 néo respondeu a inoculacao
com A. brasilense.

Para a variedade V4 foi observado que a inoculacdo via semente a.s.
(Tratamento 2) proporcionou menores niveis de expressdo de ZmNR. Contudo, a
inoculacdo via solo poderia substituir a adubacéo nitrogenada de cobertura para
induzir os mesmos niveis de transcritos ZmNR. O maior valor de expressao foi
verificado quando as plantas receberam somente a adubac&o de cobertura com N
(Tratamento 6) (Figura 2). Isso sugere que na variedade V4 o gene ZmNR foi

superexpresso na presenca de N e sem inoculagdo com A. brasilense.
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Figura 2. Perfil da expressé@o quantitativa relativa de nitrato redutase (ZmNR) em folhas de milho
submetidas a diferentes formas de inoculagdo com Azospirilum brasilense e
fornecimento de fertilizante nitrogenado. 1) Controle, sem inoculagdo e sem cobertura
com N, 2) Inoculacdo via sementes com A. brasilense sem adubac¢&o de cobertura com
N, 3) Inoculacdo via sementes e adubacdo de cobertura com 100 kg de N ha™, 4)
Inoculagcdo via solo sem adubacdo de cobertura com N, 5) Inoculagdo via solo e
adubacéo de cobertura com 100 kg de N ha™, 6) Sem inoculagdo com adubacdo de
cobertura com 100 kg de N ha™. Colunas representam a indugdo média de transcritos
génicos relativa ao controle, com valores gerados a partir de RNA de tréplicas biolégicas.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey (0,05). Barras
representam erro padréo da média.

De acordo com os resultados, podemos inferir que 0s incrementos na
expresséo da EST ZmNR, resultantes da inoculagédo com A. brasilense, ocorreu em
funcdo de um provavel favorecimento do desenvolvimento das raizes conferindo
maior poder de exploracdo do solo e absorcdo de nutrientes. Neste caso,
especificamente de NO3 sob o qual atua a enzima nitrato redutase, sugerindo efeito
indireto da inoculagdo com A. brasilense no metabolismo do N.

Vale ressaltar que a expressdo de ZmNR corresponde a capacidade da
planta em reduzir NO3 para assimilagdo do amonio em formas de N orgénico,

enquanto a expressado de genes que codificam GS infere sobre a assimilacdo de N



inorganico proveniente da fixacdo biologica ou de reciclagem (MASCLAUX et al.,
2000).

Em milho a atividade da enzima NR é induzida pela disponibilidade de NOj3
(PURCINO et al., 1994). A atividade enzimatica da NR foi aumentada em 134,2%
com a elevacédo nas doses de N (75% NOg3’, 25% NH3) (MAJEROWICZ et al. 2002).

Em folhas de milho inoculado com Azospirillum spp., 0 aumento na atividade
da NR seguidos de acréscimos no teor de N e de producéo, podem indicar efeitos
devidos a hormodnios de crescimento, favorecendo a assimilagdo de nitrato pela
planta. Por outro lado, incrementos de N foliar e producdo, sem alteracdo da
atividade da NR, podem ser atribuidos a fixacao bioldgica de nitrogénio (GARCIA DE
SALOMONE; DOBEREINER, 1996).

A atividade enzimatica de NR em milho foi induzida quando foi fornecido
100% do N requerido na forma de NOg3™ e, ndo ocorrendo efeito da inoculacdo com
bactérias Azospirillum spp. e Herbaspirillum spp. (MACHADO et al., 1998).

A inoculacdo com A. amazonense nao influenciou a atividade da enzima NR
em milho mas, ao se fornecer N com formulacdo predominantemente na forma
nitrica, a atividade da NR foi induzida (REIS JUNIOR et al., 2008).

Analisando as respostas dos genétipos dentro dos tratamentos aplicados,
verificou-se que o hibrido AG7098 foi superior na expressdo de ZmRN quando
recebeu a inoculacdo com A. brasilense via solo e adubacdo nitrogenada de
cobertura (Figura 3).

O hibrido 2B707 mostrou-se superior quanto a expressao de transcritos
ZmRN quando submetido aos tratamentos 2, 3 e 4, indicando efeito positivo da
inoculacdo com A. brasilense via sementes e solo neste genotipo (Figura 3).

As variedades apresentaram subexpressdo de transcritos ZmRN ao serem
submetidas ao tratamento com inoculacdo via sementes na auséncia de adubacéo
nitrogenada de cobertura (Tratamento 2). De maneira geral, as variedades
responderam negativamente ou ndo responderam a inoculacdo com A. brasilense,
ao se comparar 0s genotipos dentro de tratamentos. Comparando todos o0s
genotipos, a variedade V2 apresentou os menores valores de expressao de ZmRN
para todas as formas de inoculacdo e fornecimento de N via fertilizante, com

excecao do tratamento 5 (Figura 3).
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Figura 3. Perfil da expresséo quantitativa relativa de nitrato redutase (ZmNR) em folhas gendtipos de
milho dentro dos tratamentos aplicados: 1) Controle, sem inoculacdo e sem cobertura com
N, 2) Inoculagdo via sementes com A. brasilense sem adubac&o de cobertura com N, 3)
Inoculacéo via sementes e adubacéo de cobertura com 100 kg de N ha™, 4) Inoculag&o via
solo sem adubacédo de cobertura com N, 5) Inoculacdo via solo e adubacgéo de cobertura
com 100 kg de N ha™, 6) Sem inoculacdo com adubacéo de cobertura com 100 kg de N
ha™. Colunas representam a indugdo média de transcritos génicos relativa ao controle,
com valores gerados a partir de RNA de tréplicas biolégicas. Médias com a mesma letra
nao diferem entre si, pelo Teste Tukey (0,05). Barras representam erro padrdo da média.

A resposta diferenciada de genotipos a inoculacdo com bactérias diazotréficas
€ explicada pelas influéncias de diversos fatores, dentre os quais 0 genotipo e
estado fisiologico da planta e da bactéria, as condicbes ambientais como luz,
temperatura, além dos aspectos fisico-quimicos do solo como aeracdo, umidade,
microbiota e disponibilidade de N, os quais podem afetar o sucesso da associacao
(DOBBELAERE et al., 2001; QUADROS, 2009).

Da mesma forma, a expresséo de genes que codifica a nitrato redutase pode
ser regulada por fatores genéticos e fisiolégicos da planta e, também, é fortemente

relacionado com fatores ambientais (CAO et al., 2008)

ZmGIn1-3



Para o hibridos AG7098 e 2B707 e para variedade V4, a inoculagdo com A.
brasilense induziu a expressdo de transcritos ZmGInl-3. A variedade V2 néao
respondeu a inoculagéo.

Os maiores niveis de expressdo da EST ZmGInl1-3 em folhas do hibrido
AG7098 foram constatados para os tratamentos 3 e 6 seguido do tratamento 2,
sugerindo efeito positivo da inoculacdo via sementes para este genétipo (Figura 4).

Para o hibrido 2B707 foi observado que com as duas formas de inoculacao,
a.s. ou 30 d.a.e., houve superexpresséao de transcritos de ZmGInl-3, na auséncia de
N em cobertura (Tratamentos 2 e 4), sugerindo que a aplicacdo do N pode inibir a
atividade da bactéria (Figura 4). Assim, fica evidente a contribuicdo A. brasilense
para inducdo da expressdo do gene. O tratamento 6 também apresentou
superexpressao de ZmGlanl-3.

Estes resultados corroboram com o relato de STEENHOUDT,;
VANDERLEYDEN (2000), que bactérias do género Azospirillum fixam N atmosférico
quando se encontram em condi¢des microaerdbicas e com limitagdo de nitrogénio.

Para a variedade V2, o perfil de expressdo quantitativa relativa das ESTs
ZmRN e ZmGIn1-3 foram semelhantes para todos os tratamentos avaliados (Figura
3 e 4). A inoculagéo via sementes mais cobertura nitrogenada para o genotipo V2
(Tratamento 3) proporcionou subexpressdao de ZmGInl-3. Nota-se que a variedade
V2 nao responde a inoculagcdo com A. brasilense, quanto a indugéo da expressao do
gene ZmGInl1-3 (Figura 4). Com isso, podemos concluir qgue a associagdo entre 0
genotipo V2 e as estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense nao é eficiente no sentido
de promover a FBN, considerando ZmGIn1-3 como marcador para 0 processo de
FBN.

Para a variedade V4, verificou-se que a inoculacdo via sementes mais
adubacao de cobertura com N (Tratamento 3) induziu maiores niveis de expressao
de ZmGInl-3, seguido do tratamento 4. De acordo com estes resultados, a
variedade V4 responde significativa e positivamente a inoculagdo com A. brasilense
para aumento da expressao de ZmGIn1-3. Para inducéo de transcritos de ZmGin1-3,
se realizada a inoculacédo vai solo, o fornecimento de N em cobertura pode ser

dispensado (Figura 4).



Assim como foi verificado para o hibrido 2B707, os resultados obtidos com a
variedade V4 também indicam que o fornecimento de N em cobertura inibe a
atividade da bactéria.

A presenca de bactérias fixadoras de N pode induzir maior atividade de
enzimas GS, sendo que quando em associacfes simbiodticas eficientes, ocorre maior
disponibilizacdo de NH," para as plantas (MACHADO et al., 1998).
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Figura 4. Perfil da expressdo quantitativa relativa de glutamina sintetase (ZmGIn1-3) em folhas de
milho submetidas a diferentes formas de inoculacdo com Azospirillum brasilense e
fornecimento de fertilizante nitrogenado. 1) Controle, sem inoculacdo e sem cobertura
com N, 2) Inoculacdo via sementes com A. brasilense sem aduba¢&@o de cobertura com
N, 3) Inoculagcdo via sementes e adubacdo de cobertura com 100 kg de N ha™, 4)
Inoculagdo via solo sem adubacéo de cobertura com N, 5) Inoculacdo via solo e
adubacédo de cobertura com 100 kg de N ha™, 6) Sem inoculacdo com adubacédo de
cobertura com 100 kg de N ha™. Colunas representam a inducdo média de transcritos
génicos relativa ao controle, com valores gerados a partir de RNA de tréplicas biolégicas.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey (0,05). Barras
representam erro padréo da média.

Analisando o comportamento dos genétipos dentro dos tratamentos
aplicados, observou-se que a inoculagao via sementes, a inoculacédo via sementes

mais adubacdo de cobertura com N e a inoculagdo via solo mais adubacéo de



cobertura (Tratamentos 2, 3 e 4) proporcionaram o mesmo perfil de expresséo para
as duas ESTs avaliadas em relacéo a todos os quatro genétipos (Figura 5).

O hibrido AG7098 apresentou expressao relatva de ZmGInl-3
significativamente induzida quando recebeu os tratamentos 2 e 6 se comparado as
variedades, ndo sendo superior ao 2B707 para nenhum dos tratamentos (Figura 5).

O hibrido 2B707 mostrou-se superior quanto a expressao de transcritos
ZmGIn1-3 quando submetido aos tratamentos 2, 3, 4 e 6, indicando efeito positivo
da inoculacdo deste genodtipo com A. brasilense (Figura 5). Neste caso, 0s maiores
valores de expressdo de ZmGInl-3 podem estar diretamente relacionados a
disponibilizacdo de NH,".

As variedades apresentaram subexpressao de transcritos ZmGIn1-3 ao serem
inoculadas via sementes via sementes e na auséncia de adubacéo nitrogenada de
cobertura (Tratamento 2). Comparada aos demais gendétipos, a V2 apresentou
subexpressao de ZmGInl-3 para todas as formas de inoculacao e fornecimento de N
via fertilizante com excecéo do tratamento 5 (Figura 5).

A inducgéo da atividade de enzimas GS em milho foi verificada em regimes de
alto e baixo nivel de N, onde o aumento de nitrogénio foliar foi proporcional a
atividade de GS (HIREL et al, 2005b).

A variedade V4 apresentou maior nivel de expressdo de ZmGInl-3, em
relacdo ao AG7098 e a V2, quando submetida aos tratamentos 3 e 4, sugerindo

melhor resposta a inoculagdo com A. brasilense.
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Figura 5. Perfil da expressdo quantitativa relativa de glutamina sintetase (ZmGInl1-3) em folhas
gendtipos de milho dentro dos tratamentos aplicados: 1) Controle, sem inoculagcédo e sem
cobertura com N, 2) Inoculacdo via sementes com A. brasilense sem adubacdo de
cobertura com N, 3) Inoculagéo via sementes e adubacéo de cobertura com 100 kg de N
ha™, 4) Inoculacdo via solo sem adubacdo de cobertura com N, 5) Inoculagdo via solo e
adubacdo de cobertura com 100 kg de N ha™, 6) Sem inoculacdo com adubacéo de
cobertura com 100 kg de N ha™. Colunas representam a indu¢cdo média de transcritos
génicos relativa ao controle, com valores gerados a partir de RNA de tréplicas bioldgicas.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey (0,05). Barras
representam erro padréo da média.

Em milho, foi observado que genes que codificam GS1 (ginl-3),
apresentaram maior expressdo em folhas independentemente de doses de N e da
idade (HIREL et al.; 2005a, 2005b).

Quando gInl1-3 foi superexpressa constitutivamente em folhas de milho, a
produtividade de graos aumentou consideravelmente (30%), corroborando com o
fato de que a enzima GS1 tem relagéo relevante com a producgao de grdos em milho
(MARTIN et al., 2006).

O fornecimento de N na forma amoniacal para plantas de milho promoveu o

aumento na atividade de enzimas GS, mas o0 mesmo nao foi observado em plantas



na presenca de A. amazonenses, pois nao influenciou a atividade de GS (REIS
JUNIOR et al, 2008).

Diferentemente, a atividade da GS foi superior em raizes de plantas de milho
inoculadas com Azospirillum spp. e Herbaspirillum spp., sendo 0 aumento
correlacionado positivamente com o crescimento bacteriano (MACHADO et al.,
1998).

Geralmente, associacdes simbidticas induzem ou suprimem a expresséo de
genes de rotas metabolicas fundamentais relacionadas a assimilacdo de N ativas

também em tecidos ndo simbidticos (BAILLY et al., 2007)

CONCLUSOES

1- Os gendtipos diferem quanto a resposta a inoculagdo com A. brasilense.

2- Os hibridos tém a expressdo de ZmNR e ZmGInl1-3 induzidas pela inoculacéo
com A. brasilense

3- A variedade V2 ndo apresenta a expressdo de ZmNR induzida quando inoculada
com A. brasilense, o contrario ocorre para expressao de transcritos ZmGin1-3.

4- A variedade V4 responde negativamente ou ndo respondem a inoculagéo com A.

brasilense quanto a expressao de ZmGiIn1-3.
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CAPITULO 4 - Consideracdes finais

Independentemente da forma como os gendtipos responderam a inoculacao
com A. brasilense em relacdo a expressdo das ESTs ZmNR e ZMGIn1-3 € valida a
principal teoria de que associacdes eficientes tém capacidade de promover
crescimento radicular, por meio da producdo de fitohormdénios que melhoram o
crescimento de raizes e, consequentemente melhoram a absorcdo de agua e
nutrientes do solo, inclusive nitrogénio. Por outro lado, a inducdo de
desenvolvimento de parte aérea estd diretamente relacionada com o aumento de
producdo de biomassa, aumentando o potencial produtivo das plantas.

De modo geral, os genoétipos avaliados responderam a inoculacdo com A.
brasilense, mas de maneira particular. Diante das correlagbes positivas observadas
entre A. brasilense e a cultura do milho seria interessante delinear um programa de
melhoramento visando selecionar gendtipos com potencial para responder a
interacdo com estas bactérias, a fim de gerar incrementos de produtividade e,
possivelmente reduzir o volume das aplica¢cbes de fertilizantes nitrogenados.

O mesmo pode ser feito em relacdo as estirpes de A. brasilense, com intuito
de selecionar bactérias com maior potencial de associacdo com genotipos de milho,
garantindo que os beneficios ja demonstrados em diversos estudos sejam atribuidos

e apurados na cultura do milho.



ANEXO 1 — Resultados de Analise de Solo
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