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Fixacao Biologica de Nitrogénio



REGULACAO DO METABOLISMO NITROGENADO
BACTERIANO

Determinar os mecanismos envolvidos na regulacgdo do
metabolismo nitrogenado, em especial fixacdo biologica de
nitrogénio, das bactérias Herbaspirillum seropedicae e
Azospirillum brasilense.




INTERACAO PLANTA-BACTERIA

1. Identificar genes de arroz (Oryza sativa) envolvidos com a
colonizacdo endofitica de raizes H. seropedicae por
sequenciamento de EST’s

2. Identificar e caracterizar os genes de H. seropedicae
envolvidos na associacao com gramineas.




BIODIVERSIDADE E METAGENOMICA

1. Determinar a biodiversidade de bactérias nao-diazotroficas e
diazotroficas do bioma Mata Atldntica paranaense incluindo
organismos cultivaveis e ndo-cultivaveis.

2. Caracterizar a diversidade genética de bacterias associativas e
endofiticas diazotroficas incluindo ndao—cultivaveis, associadas
com arroz, milho e cana de acucar cultivadas em diferentes
ecossistemas.

3. Determinar o potencial de bibliotecas metagenomicas de
bacteérias de solos da Mata Atlantica visando a obtencdo de
biocatalizadores e compostos com atividade farmacologica.




GENOMA FUNCIONAL E ESTRUTURAL

1. Determinar os proteomas de Herbaspirillum seropedicae
frente a diferentes condigoes fisiologicas.

2. Determinar a estrutura tridimensional de proteinas

selecionadas de H. seropedicae.

3. Determinar a seqiiéncia genomica parcial de Herbaspirillum
rubrisubalbicans




PLANTAS TRANSGENICAS

1. Construir plantas geneticamente modificadas de cana de
acucar e arroz contendo genes identificados nos genomas de H.

seropedicae e ou G. diazotrophicus capazes de conferir
resistencia a estresses abioticos.




BIOTECNOLOGIA DE INOCULANTE E INOCULACAO

1. Desenvolvimento de inoculantes contendo bacterias de

diazotroficas para cana de acucar (Saccharum spp), milho (Zea
mays) e arroz (Oryza sativa).




Nitrogenase

N,+8 H" + 8¢ + 16 MgATP ——— 2NH, +H, + 16 MgADP + 16 P

Aproximadamente de 500 Kg de agucar para cada
100 Kg de N fixado



INItrogenase

Nitrogenase complex
A,

f A
Fe protein MoFe protein

(NifH) (NifD, NifK + FeMoco)
Dinitrogenase Dinitrogenase

reducta o

2 NH; + H,

N2+BH+



Proteina MoFe:Fe de Azotobacter vinelandii




Somente organismos procariotos
possuem capacidade de fixar
nitrogénio

Bacteria e Archaea



Rizobactérias Diazotroficas

*Simbioticas
Endofiticas

e Associativas



Rizobactérias Diazotroficas

Estabelecimento da interacao
*Reconhecimento mutuo

*Adaptacao do metabolismo



Diazotrofos Simbioticos

Bradyrhizobium

Sinorhizobium

Azorhizobium

Mesorhizobium

Rhizobium

Frankia — Betulaceae, Casuarinaceae, etc

Burkholderia — Machaerium lunatum, Aspalathus
carnosa

Methylobacterium — Crotalaria



Diazotrofos Endofiticos

Herbaspirillum seropedicae
Gluconacetobacter diazotrophicus

Klebsiella sp

Azoarcus sp



Diazotrofos Associativos

Azospirillum sp

Azotobacter sp



Rizobios associam-se simbioticamente com legumes




Factores Nod sinalizam para inicio da
simbiose Rhizobium-legume

Rhizobia

CH,OH
0

0

% HO NH
: N 90 N
CHs3
NOD Factor

Flavonoids




Fixacao de Nitrogénio no Brasil

l. Associacao Simbiotica (2004)

Soja x Bradyrhizobium

Area plantada: 24 x 106 ha.

Economia estimada: US$ 3 bilhoes



Transferéncia Potencial de N de rizobactérias

Contribution to Plant N (%Nfda)
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Symbiotic

| Endophytic

Rhizosphere-associative

Sugarcane (Brazil)

Sugarcane (Philippines)

Sugarcane (Miyako)

Sugarcane (Thailand)

Pineapple (Thailand)

Sweetpotate (Tsukuba)

Fig.1 Contribution of fixed N to plant N

%Ndfa = percentage contribution of fixed-N to the
accumulation of N in N,-fixing plants)



Fixacao de Nitrogénio no Brasil
Il. Associacao Endofitica (2000)

Milho x Herbaspirillum/Azospirillum
Economia estimada em fertilizante nitrogenado:
Area plantada: 13 x 108 ha.

Uso estimado de fertilizante: 0,6 ton
uréia/(ha.ano)

Economia (30% do total):

~US$ 400 milhées



rromocao ao crescimento vegetal por bacterias
da rizosfera

Efeitos diretos:

Melhora da germinacao
Melhora do desenvolvimento radicular
Melhora da nutri¢cao mineral
Melhora na utilizacao de agua

*Producao de reguladores de crescimento vegetal: auxinas,
giberelinas.

*Fixacgdo biologica de nitrogénio.

Géneros: Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Arthrobacter, Enterobacter, Burkholderia, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter



Promocao do crescimento vegetal por bactérias da
rizosfera

Efeitos indiretos:

Supressao de patogenos fungicos e bacterianos.

Geéneros: Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Burkholderia.

*Producio de antibidticos e bacteriocinas

*Competi¢ao para sitios de colonizagdo e nutrientes na superficie das
raizes.

*Indugdo da resisténcia sistémica adquirida da planta contra patdogenos
bacterianos e fingicos.

*Producdo de quitinases e glucanases que hidrolisam paredes celulares

fineicas



*Herbaspirillum seropedicae

Azospirillum brasilense



Herbaspirillum seropedicae

* B-Proteobacteéria
* Diazotrofo.
» Coloniza raizes e partes aéreas.

 Associa-se a gramineas.



Herbaspirillum seropedicae

*Produz Acido Indol Acético (IAA) e
Giberilina
ePotencial como biofertilizante

nitrogenado.



llum seropedicae

ri

I

Herbasp




Aumento de biomassa de arroz inoculado com

Herbaspirillum seropedicae

Treatment Dry weight of roots (mg)” Y I R
MNon inoculated (=IN) 55.0 + 7.4 bc nd

N (—IN) 23+ 006a 1.8 x 105
N (=N o688+ 88 a 5.0 x 105
Non inoculated (+0.2 mM N) 437 +94 ncl
MNifH(+0.2 mM N) 677 +94 a 3.0 x 104
N~ (+0.2 mM N) 66.8 £ 12.6 ab 4.0 x 104
Non inoculated (+4 mM N) M.O+81c nel

N (+4 mM N) 55.0 + 7.6 bc 1.9 x 104
NI (+4d mM N) 453+ 13.7 ¢ 0.8 = 104

*Average of total dry weight ot rice roots per replicate (three plants/ vase) is given. Values
shown in column followed by the same letter are not significantly ditferent. Analyzed by
Duncan method, P<0.0001. Measurements were 30 days after ineculation, without nitrogen
addition (-N), in the presence of 0.2 mM (+0.2 mM N) or 4 mM (+4 mM N) of NH4NO3.

"(Counts were obtained using MPN estimation in semi-solid NFb medium, 20 days after
inoculation. (nd) not detected by reporter enzyme activity assay.



Colonizacao de gramineas por Herbaspirillum

seropedicae
Plant species Slrain CEFL per g af dry weight
Koot Shoot”
W' lweat LR 13 3.9 10° 7.6 10
IN i) 5.7 = 10° 9.5 10
S0 hum LR 13 3.3 10° 4.8 = 107
N .3 1P 4.3 10
Mae LR 13 3.6 10F |8 = 1
IN i) 3.3 10° .6 10

The msulis are from a representative experment with three replicates
(O =11%0, Two independent expenments produced similar resulis
“Stems plus leaves.



Construcao fusdo cromosomal nifH::gusA

pLAU25
plasmid
nifH uidA aph
|
nifH D K chromossome H.seropedicae SmFk
nifH  uidA aph nifH D K
— [ s [ ] ] I I .

chromossome H.seropedicae LR15



H. seropedicae nifH::gusA

Nitrogenase activity

Strain N source ARA
nmols of
ethylene/min/mg
protein
SmR1 + N 0
—N 334+131a
LR15 + N 0

-N 526+1.34a




A: Intercellular spaces in rice root

B: vascular tissue, maize stem
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The genome of Herbaspirillum seropedicae 778

" nif genes
Legend:
green =4 rRNA operons
red/orange = tRNAs
dark / light blue =

5,445,000 bp

5,079 orfs/genes
C+G =63,4%

nif genes cluster:
513000 to 554000




Comparacao dos genes hrp/hrc de H. seropedicae e
P. syringae

Herbaspirillum seropedicae

hrcQhrcN

DODOBEOD

hrcR S hrpXhrcU hrceJhrpD E hrcC  pilN pil(

O BISB_ (BB D DR

\ ]
\ ]

hrp

gg

rmA

Pseudomonas syringae

H.seropedicae hrp/hrc genes em vermelho,
orfs hipotéticas em amarelo



H.seropedicae
hrcC

hrpQ
2?2?

hrcJ
hrpE
hrcN
hrpD
hrcR
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Y. pestis
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Regulacao da fixagcao nitrogénio em Herbaspirillum

seropedicae
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Structural organization o1 tn€ niyj genes
in the Herbaspirillum seropedicae genome

modE luxA orf1 nifA nifB fdxN hesB
A A
Nif- Nif Nif-
orf2 nifZ nifZ* orf3 nifS fixU orf4 orf5 fdx1
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-
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Possiveis vias de sintese de IAA em
Herbaspirillum seropedicae

4.2.1.84
Tryptophan —— indoleacetamide — indoleacetonitrile

2.6.1.27
tryptamlne 3.5.5.1
indolepyruvate
1 4.3.6 \
indoleacetaldehyde - Indoleacetate (IAA)
1.2.1.3

1 - monooxygenase
2 - decarboxylase

3. Indolepyruvate ferredoxin oxidoreductase



Azospirillum brasilense




A

Azospirillum brasilense

Bactéria fixadora de nitrogénio aerobica.

Gram negativa, espiralada, movel.

. Flagelo polar em meio liquido

Flagelo polar e cilios laterais em meio solido.
realiza todas as fases do ciclo do nitrogénio

exceto nitrificacao.

6. Quimiorganotrofica.

7. Hidrogenase positiva.

. Fixa N, sob condicoes limitantes de NH," e O,



Azospirillum brasilense

Caracteristicas Favoraveis como
Promotora do crescimento vegetal

Endofitica

*Associa-se a gramineas como milho,
trigo, arroz, sorgo e nao-gramineas.
*Produz fitormonios como auxinas,
giberelinas e citocininas.

*Fixa N, em condicoes tropicais (35-40°C).
*Ocorreéncia universal



Azospirillum brasilense

Excreta parte do nitrogeénio fixado (NH,")diretamente
para a planta associada.

5 a 18% do N-fixado transferido.
*Decorréncia do rigido mecanismo de regulacdo da sintese e

atividade da nitrogenase e do eficiente sistema de captura de NH,"



neguiation or nitrogen rixation in Azospirinium

brasilense
glnBp1 670 ainp + NH, Glutamina NtrC - 70 o0
ginBp2 N 77777 «— \nifR3 ntrB ntrC\ ntrY ntrX
> ) mmmpree) \ >

Ny O BB mmmi

=3 O
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Nitrogenase %




Efeitos da inoculacao de gramineas
com Azospirillum brasilense

1. Promove o0 desenvolvimento do sistema radicular:
- aumento da densidade dos pelos absorventes
- aumenta o numero e volume das raizes laterais
2. Aumenta a absorc¢ao de nutrientes pela planta
associada (agua, fosfato, cations).
3. Aumenta a resisténcia da planta a estresse hidrico
4. Aumenta a respiracio das raizes ativando enzimas da
via glicolitica e do ciclo dos acidos tricarboxilicos



Efeito da inoculacao de Milho com estirpes de
Azospirillum brasilense sobre a atividade da
nitrogenase e peso seco

Estirpe de Atividade da No. de Peso seco Aumento
A. brasilense nitrogenase Azospirillum por em peso
X10°%g.peso Planta seco
(nmol seco de (9) (%)

CH ,/h.planta) raizes

Controle 0 0 1,97 0
Sp-7 101 1,23 3,05 55
Sp-80 80 1,03 2,22 13
Cd 99 0,8 2,84 44
Cd-1 77 0,9 2,21 17

Cohen et al. 1980



Efeito da inoculacao de Milho com estirpes de
Azospirillum brasilense sobre a atividade da
nitrogenase, peso seco e conteudo de N

Estirpes de Atividade da N-Total Peso seco Aumento
A. brasilense nitrogenase por Planta por em peso
(mg) (%) Planta seco
(9) (%)
(nmol C2 H 4
/h.planta)
Controle 0 20,80 0 4,53 0
Sp-7 351 26,77 30 5,72 26
Cd-1 410 25,24 21 5,46 20

Cohen et al. 1980



Efeito da inoculacao de cultivares de Milho com
noculo misto de estirpes de Azospirillum brasilens:
e A. lipoferum sobre o N-total e a produtividade

Cultivar

Dekalb 4F-37
Morgan 318
Dekalb 3F-24
CMS 29
CMS 22
BR 201

N-total
(kg/ha)
Controle - Inoculado
134 - 109
68 - 94
104 - 152
02 - 88
92 - 130
123 - 139

(%)

- 23
+ 38
+ 47
-4
+ 38
+13

Produtividade de graos

(Kg/ha)
Controle - Inoculado
7344 - 5563
3745 - 5243
6453 - 7550
1792 - 3476
2934 - 4020
2199 - 2660

(%)

- 32
+ 40
+ 17
+ 94
+ 37
+ 21

Garcia de Salomone & Dobereiner (1996)



Rendimento de graos da cultivar de trigo Embrapa
16 inoculada com Azospirillum brasilense Sp245 e
A. lipoferum 25

15 kg N/ha na semeadura
Tratamento Produtividade = Aumento na Produtividade
(kg/ha) (kg/ha) (%)
sem 1noculante 3.127 0 (0,0)
Sp245 3.802 675 (21,5)
25 3.595 468 (14,9)
15 kg N/ha na semeadura e 45kg/ha de N no estadio de duplo anel
(kg/ha) (kg/ha) (%)
sem 1noculante 3.652 0 (0,0)
Sp245 4.040 388  (10,6)
25 3.882 230 (6,3)

A. Didonet et al. 1997



RESULTADOS DE 20 ANOS DE

EXPERIMENTACAO COM INOCULACAO DE

GRAMINEAS COM AZOSPIRILLUM brasilense
E A. lipoferum

“APESAR DAS ALEGACOES DOS CRITICOS DE QUE A
INOCULACAO COM RIZOBACTERIAS PROMOTORAS
DE CRESCIMENTO VEGETAL (PGPR), LEVA A
RESULTADOS INCONSISTENTES NO CAMPO..... OS
DADOS INDICAM UMA TAXA DE SUCESSO DE 60-70%,
COM AUMENTOS DE 5 A 30% ESTATISTICAMENTE
SIGNIFICATIVOS NO RENDIMENTO DE GRAOS
(OKON & LABANDERA-GONZALEZ, 1994)



INOCULACAO DE GRAMINEAS COM Azospirillum

1. COMPETITIVIDADE COM A POPULACAO NATIVA DE AZOSPIRILLUM
PELA PLANTA ASSOCIADA.

2. PRESENCA DE AZOSPIRILLUM NATIVOS MASCARANDO OS EFEITOS DA
INOCULACAO.

3. CONDICOES DOS SOLOS N-SUFICIENTE. REPRESSAO DA FIXACAO DE N,,.

4. INTERACAO ESPECIE/ESTIRPE BACTERIANA COM A ESPECIE/ CULTIVAR
VEGETAL

5. CONDICOES CLIMATICAS.






