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RESUMO

A agricultura atual mostra uma dependéncia da utilizacdo de fertilizantes quimicos,
embora 0 mau uso destes insumos possa causar impactos ambientais negativos, além
de encarecer a produgcdo agricola. Uma das alternativas para reduzir o uso de
fertilizantes minerais solUveis em sistemas de producédo agricola consiste na utilizacéo
de insumos biolégicos contendo bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)
e comumente denominados de inoculantes. na producdo de inoculantes comerciais
contendo BPCV, as condic¢des de cultivo influenciam em grande extenséo a qualidade
fisioldgica da biomassa celular obtida, incluindo o tipo e a quantidade de metabdlitos
produzidos durante o periodo de cultivo destes microrganismos. Poucos trabalhos se
dedicam ao estudo do metabolismo de BPCV em diferentes condi¢des nutricionais de
cultivo, e como estas condi¢des de cultivo podem interferir na interagédo da BPCV com
a planta hospedeira. Neste contexto, este trabalho buscou definir a cinética de
producdo de metabdlitos por Azospirillum brasilense Ab-V5 em dois meios de cultivo
formulados com condi¢des nutricionais contrastantes, e relacionar diferencas no perfil
do exometaboloma da bactéria com a eficacia da interacdo planta-bactéria. Para
alcancar a este objetivo, foram conduzidos cultivos da bactéria A. brasilense em meios
liquidos OAB e MCA4 sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo, com
coleta de aliquotas dos cultivos em intervalos regulares de tempo (6, 12, 24, 36 e 72
h) para determinacao da cinética de crescimento e do perfil exometabolémico por meio
de andlises de contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Em adicao, foram realizados
ensaios de inoculagdo em milho utilizando o sobrenadante de cultivos de A. brasilense
Ab-V5 obtido apés diferentes tempos de cultivo, como forma de identificar compostos
derivados do metabolismo microbiano que possam atuar positivamente na promogao
do crescimento do milho. A andlise da cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5
demonstrou que o meio de cultivo MCA4, que apresenta maiores concentracdes de
nutrientes, foi capaz de promover maiores populacdes bacterianas e um menor
decaimento destas populacdes apds o alcance da fase estacionaria de crescimento.
Foram também identificados os fitormonios acido-3-indol-acético (AlIA) e o acido
salicilico (AS) a partir de 24 h de cultivo no meio MCA4, e auséncia destes compostos
em cultivos conduzidos no meio OAB. A andlise metabolémica preliminar também
possibilitou observar uma maior diversidade de compostos no sobrenadante de
cultivos de A. brasilense em meio MCA4 em comparagdo a cultivos em meio OAB. A
adicéo do sobrenadante de cultivo de A. brasilense em meio MCA4 permitiu verificar
gue existem compostos promotores do crescimento do milho em concentracdo
suficiente para induzir aumentos na biomassa da planta apés 60 h cultivo. Em
conjunto, os resultados permitem confirmar a importancia das condi¢des de cultivo de
BPCV para qualidade e quantidade de metabdlitos produzidos pelo microrganismo,
bem como a possibilidade de melhoria do desenvolvimento de plantas pela adicdo de
metabolitos microbianos em uma resposta dose-dependente. Estas descobertas
podem levar a melhoria de formula¢des inoculantes comerciais, bem como levar a



identificacdo de compostos bioestimulantes que possam levar a incrementos no
desenvolvimento e produtividade de cultivos agricolas comerciais.

Palavras-chave: metaboldmica; bactérias promotoras do crescimento vegetal,
metabolitos.



HERNANDES-FILHO, Nilton Sérgio. Metabolic and physiological diversity in
Azospirillum brasilense Ab-V5 grown in inoculant formulations for agriculture.
2021, 67 p. Dissertation (Master in Biotechnology) - State University of Londrina,
Londrina, 2021.

ABSTRACT

Current agriculture shows a dependence on the use of chemical fertilizers, although
the misuse of these inputs can result negative environmental impacts, in addition to
increase the costs of agricultural crops production. One of the alternatives available to
reduce the use of soluble mineral fertilizers in agricultural production systems is the
use of biological inputs containing plant growth promoting bacteria (BPCV), known as
agricultural inoculants. In the production process of commercial inoculants containing
BPCV, the cultivation conditions greatly influence the physiological quality of the
microbial biomass obtained, including the type and quantity of metabolites produced
during their culturing period. Few studies have dedicated proper attention to study the
BPCV metabolism under different nutritional conditions, and how these conditions can
interfere in the interaction of BPCV with the host plant. In this context, this work aimed
to define the kinetics of growth and metabolite production by Azospirillum brasilense
AB-V5 in two culture media, formulated with contrasting nutritional conditions. In
addition, differences in the bacterium exometaboloma profile were tracked with the
effectiveness of the plant-bacterial interaction. To achieve this objective, cultures of A.
brasilense were carried out in liquid media OAB and MCA4 under the same conditions
of temperature and agitation, with sampling of aliquots of the cultures at regular
intervals of time (6, 12, 24, 36 and 72 h) to determine growth kinetics and exometabolic
profile by means of colony forming units count (CFU) and gas chromatography analysis
coupled with mass spectrometry (GC-MS). In addition, maize inoculation were carried
out using the culture supernatants of A. brasilense Ab-V5 obtained after different
cultivation times, to identify compounds derived from microbial metabolism that can act
positively in promoting the plant growth. The analysis of the growth kinetics of A.
brasilense Ab-V5 showed that the MCA4 culture medium, which has higher
concentrations of nutrients, was able to promote larger bacterial populations and a
lower decay of these populations after reaching the stationary growth phase. The
phytohormones acid-3-indole-acetic (AlA) and salicylic acid (AS) were also identified
after 24 h of cultivation in the MCA4 medium, and absence of these compounds in
cultures conducted in the OAB medium. The preliminary metabolomic analysis allowed
to observe a greater diversity of compounds in the supernatant of cultures of A.
brasilense in MCA4 medium compared to cultures in OAB medium. The addition of
supernatants from A. brasilense 60 h-cultures in MCA4 medium indicated the presence
of compounds derived from bacterial metabolism in sufficient concentration to induce
increases in plant biomass under greenhouse conditions. Together, the results
obtained confirms the importance of BPCV cultivation conditions for the quality and
quantity of metabolites produced by the microorganism, as well as the possibility of
improving plant development by adding microbial metabolites in a dose-dependent
response. These findings can lead to the improvement of commercial inoculant
formulations, as well as lead to the identification of biostimulant compounds that can
lead to increases in the development and productivity of commercial agricultural crops

Key-words: metabolomics; plant growth promoting bactéria; metabolites.
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1 INTRODUCAO

O manejo cultural e o melhoramento genético juntamente com a
aplicacao de fertilizantes quimicos atribuiram um aumento relevante na producéo
agricola. Desta forma, a agricultura atual mostra uma dependéncia da utilizacao
desses produtos e isso vem gerando grande preocupacao devido as aplicacdes
descontroladas em ambientes agricolas. O uso excessivo de fertilizantes quimicos
pode causar impactos ambientais além de encarecer a producdo agricola. Uma das
alternativas para reduzir o impacto da aplicacao destes € a utilizacdo de inoculantes
que contém bactérias promotoras do crescimento vegetal. Inoculante é todo produto
que possui na sua formulagcdo microorganisms com a atuacdo favoravel ao
desenvolvimento vegetal (OLIVEIRA, 2014; SPOLADOR et al., 2016).

As bactérias que promovem o0 crescimento vegetal incentivam o
crescimento das plantas pela capacidade de realizar a fixacdo biologica de
nitrogénio, além de produzir metabdlitos secundarios e uma variedade de outras
moléculas. Azospirillum brasilense é considerado um modelo de bactéria promotora
do crescimento vegetal. Esta espécie de bactéria produz fitormbnios como auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno, acido indol-acético entre outros compostos que
promovem o desenvolvimento vegetal (SPOLADOR et al., 2016).

A sintese de metabdlitos secundéarios ocorre em situacbes de
caréncia nutricional na presenca de um indutor e diminuicdo da taxa de crescimento
microbiano, sendo influenciada por diversos fatores ambientais como método de
cultivo, temperatura, pH, meio de cultivo utilizado, periodo de incubacéo, luz e
umidade. Por este motivo € importante que as condi¢des de cultivo para trabalhos
gue envolvam analises metabolbmicas sejam otimizadas para garantir que as
guantidades maximas de metabdlitos significativos sejam sintetizadas para garantir a
defectibilidade (HORAK et al., 2019).

Os meios de cultivo utilizados influenciam sobre o tipo e a
quantidade de metabdlitos produzidos durante o periodo de incubacédo, devido as
diferencas no teor de nutrientes e nas vias metabdlicas resultantes. Porém, poucos
trabalhos se referem ao efeito de diferentes tipos de meios de cultivo nas atividades
metabodlicas microbianas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi definir a
cinética de producdo de metabdlitos de A. brasilense AB-V5 em dois meios de

cultivo utilizados na producdo de inoculantes, buscando identificar compostos



relacionados com a eficacia da interacao planta-bactéria (HORAK et al., 2019).

16
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi definir a cinética de producédo de
metabdlitos de A. brasilense AB-V5 em dois meios de cultivo utilizados na producéo
de inoculantes, buscando identificar compostos relacionados com a eficacia da

interagdo planta-bactéria.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 FERTILIZANTES QUIMICOS

Os fertilizantes quimicos sédo definidos pela legislacdo brasileira
(decreto 86.955, de 18 de fevereiro de 1982) como toda substancia organica ou
mineral, obtida de modo industrial ou natural, que proporcione &s plantas o0s
nutrientes basicos fundamentais para o seu desenvolvimento. Os elementos
guimicos presentes na formulacdo dos fertilizantes quimicos podem ser divididos em
duas categorias: micronutrientes, (ferro, cobalto, zinco molibdénio, boro, cobre e
manganés) e macronutrientes (hidrogénio, carbono nitrogénio, célcio, magnésio,
fésforo, enxofre e potassio) (DIAS, FERNANDES, 2006).

A utilizacdo de fertilizantes quimicos juntamente com o manejo
cultural e melhoramento genético gerou um acréscimo expressivo na producao
agricola (GALVAO et al., 2014; SPOLADOR et al., 2016). No entanto, a agricultura
atual mostra uma dependéncia elevada da utilizacdo de fertilizantes quimicos e isso
vem gerando grande preocupacéo devido aos problemas ambientais que podem ser
atribuidos ao uso descontrolado destes insumos, incluindo a diminuicdo da
biodiversidade, a eutrofizacdo do solo e aguas subterraneas, emissao de gases de
efeito estufa, o aparecimento de problemas fitossanitarios e alteracdo da
composic¢ao do solo. A mudanca do ecossistema e da morfologia de muitos vegetais
e animais utilizados na alimentacdo humana também pode afetar negativamente a
saude humana (MARKS et al.,, 2013; SPOLAOR et al., 2016; FASSA, FARIA,
MEUCCI, 2017). Além dos danos ambientais provocados pela utilizacdo
descontrolada de fertilizantes quimicos, o mesmo contribui em mais de 28% dos
custos da produtividade da cultura de milho, por exemplo, de acordo com os dados
da CONAB (SPOLAOR et al.,2016).

Dentre as alternativas existentes para elevar a eficiéncia da
aplicacdo de fertilizantes quimicos, podendo levar a diminuicdo da quantidade
aplicada em ambientes agricolas, esta o uso de inoculantes que contém bactérias do
crescimento vegetal (BPCV) (SPOLAOR et al.,2016). As BPCV compreendem um

grupo de microrganismos que podem estimular o crescimento e o desenvolvimento



19

das plantas por diferentes formas sendo as mais importantes a capacidade de
realizar a fixagdo de nitrogénio, producéo de hormonios vegetais e uma variedade
de outras moléculas. De modo geral, as bactérias que promovem o0 crescimento
vegetal beneficiam o desenvolvimento das plantas por uma combinacéo
mecanismos (HUNGRIA et al., 2010; BASHAN et al., 2014; SPOLAOR et al., 2016).

3.2 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

A utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal no
Brasil tem enfoque desde década de 50, quando a Dr? Johanna Ddbereiner isolou de
solos acidos da Baixada Fluminense localizado na cidade do Rio de Janeiro,
amostras da bactéria do género Azotobacter. Esses estudos receberam mais
evidéncia com a descoberta de bactérias fixadoras de nitrogénio na rizosfera de
poaceas, possibilitando o aumento de diferentes linhas de pesquisa na é&rea
(DOBEREINER, 1976). Desde entdo foram descobertas muitas caracteristicas
adicionais destes microrganismos, demonstrando que a fixacdo biol6gica de
nitrogénio é apenas uma das diversas aplicacfes agricolas resultantes da pesquisa
com bactérias promotoras do crescimento vegetal (BALDANI; DOBEREINER, 1980;
OLIVEIRA et al., 2014)

Essas bactérias caracterizam-se como um grupo heterogéneo de
bactérias que pode colonizar diferentes 6rgdos das plantas, contribuindo para o
crescimento e desenvolvimento de plantas de interesse econémico de forma direta
ou indiretamente. Diretamente através da solubilizagdo de compostos minerais como
fosforo, da fixacdo do nitrogénio atmosférico e da producdo de horménios
reguladores do crescimento vegetal como auxina que promove 0 crescimento das
folhas, raizes e do caule, as citocininas que promovem a divisdo celular,
alongamento das células, também promovem a quebra da dominancia apical e
podem induzir a producdo de gemas axilares; as giberelinas que sédo substancias
que podem ter seus efeitos iguais ao das auxinas, porém essas tém a sua agao
quando aplicadas em uma planta intacta, e as auxinas possuem maior efeito em
segmentos de plantas; e etileno que é um hormdnio gasoso que causa O
amadurecimento dos frutos das plantas (OLIVEIRA et al., 2014). E indiretamente por

meio de controle bioldgico de insetos e fitopatdgenos, elevando a resisténcia a
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estresses bidticos e abidticos, além de outros mecanismos (BULGARELLI et al.,
2013).

Segundo Oliveira et al., 2014, as bactérias promotoras do
crescimento vegetal podem adentrar no tecido vegetal através de zonas de
elongacéo, pontas de raizes, espacos intracelulares, também tem a capacidade de
colonizar células do xilema e tecidos vasculares e axilas de emergéncia de raizes
secundérias e entdo colonizam locais de células lisadas (OLIVEIRA et al., 2014). As
mesmas apresentam comportamento epifitico ou endofitico, ou seja, habitam tecidos
externos e internos das plantas, respectivamente. Seus efeitos positivos podem ser
observados em plantas propagadas “in vivo” e “in vitro” essencialmente pelo
aumento da altura da planta, didametro do caule, numero de folhas, area foliar, maior
sobrevivéncia das mudas, reducao do tempo de aclimatizagéao e controle de doencas
e aumento de produtividade (DARTORA et al., 2013).

De acordo com Babalola (2010), bactérias promotoras do
crescimento vegetal se associam com um alto numero de espécies de cereais,
forrageiras, e gramineas. Dentre as espécies de BPCV, destacam-se as
pertencentes aos géneros Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter,
Ochrobactrum, Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas,

Enterobacter, Gluconacetobacter e Zoogloea.

Bactérias do género Azospirilum sédo conhecidas por estarem
relacionadas com varias espécies de plantas atuando como promotora do
crescimento vegetal seja pela sua capacidade de produzir substancias que auxiliam
no desenvolvimento das plantas ou pela sua capacidade de fixar nitrogénio
(BASHAN, HOLGUIN, BASHAN, 2004; REIS, PEDRAZA, TEIXEIRA, 2010).
Normalmente sdo encontradas habitando a rizosfera, porém ha estirpes que
possuem mecanismos especificos de interacdo com as raizes das plantas podendo
colonizar o interior das mesmas (STEENHOUDT, VANDERLEYDEN, 2000).

Entre essas bactérias, as pertencentes ao género Azospirillum vem
se destacando para a cultura de milho (DARTORA et al., 2013). Para Doornbos e

colaboradores (2012), esse grupo de microrganismo € um dosmais estudados,
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sendo inumeros estudos relacionados com a sintese de fitorménios que induzem o

crescimento radicular e melhoram a absorcéo de nutrientes e agua pelas plantas .

Em termos de fisiologia e genética as espécies mais estudadas séo
Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense (REIS, PEDRAZA, TEIXEIRA,
2010). Morfologicamente, A. brasilense é definida como gram negativa, pertencem a
subdivisdo a- proteobactéria, possuem uma morfologia celular em forma de
bastonete com dimensdes de 0,8- 1,0 ym de didmetro e 2,0- 4,0 ym de
comprimento. Possuem um padrao flagelar misto, em que um flagelo polar é
sintetizado durante o crescimento em meio liquido e varios flagelos laterais sdo
adicionalmente sintetizados durante o crescimento em meio solido (HALL, KRIEG,
1984). Quando sdo supridas com fonte de nitrogénio, sdo aerdbias tipicas,
entretanto quando necessitam da fixagcdo de N2 sdo microaeréfilas (DOBEREINER
et al., 1995; REIS, PEDRAZA, TEIXEIRA, 2010).

As espécies do género Azospirillum sempre foram conhecidas por
utilizarem acidos tricarboxilicos como citrato, succinato, malato, a-cetoglutarato entre
outros acidos organicos, como sendo a Unica fonte de carbono. Entretanto estudos
vém demostrando uma instabilidade na utilizacdo de outras fontes de carbono
(REIS, PEDRAZA, TEIXEIRA, 2010).

Em situagBes desfavoraveis como a limitagdo de nutrientes e
dessecacdo, as células da bactéria desse género podem passar por mudancas
morfolégicas dando-se a formacédo de cistos (SADASIVAN, 1885; NEYRA, 1987).
Estas mudancas sdo seguidas pela producdo de exopolissacarideos (EPS) e
acumulo intracelular de polihidroxibutirato (PHB), que podem ser utilizados como
fonte de carbono e energia em situacdes de estresse (OKON, ITZIGSOHN, 1992;
SKVORTSOV, IGNATOV, 1998; KONNOVA et al., 2001; KADOURI, JURKEVITCH,
OKON, 2003).

No que se refere a producédo de inoculantes, bactérias do género
Azospirillum s&o bastante requeridas para a producao de inoculantes comerciais ou
experimentais para agricultura, pois é considerada modelo de bactéria promotora do
crescimento vegetal por estimular ou produzir na planta substancias e compostos
que promovam o0 seu desenvolvimento (BOTTINI et al., 1989). Conforme

apresentado por Hungria e colaboradores (2010), inUmeros testes com inoculantes
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que contém em sua formulacdo bactérias deste género ja foram aplicados em
diversas culturas de plantas, sob condi¢cdes de campo, em muitos paises, resultando
varias respostas, mas o sucesso da inoculacdo depende da escolha da estirpe que

sera utilizada.

Vérios trabalhos tém relatado bons resultados da utilizacdo de
bactérias do género Azospirillum na inoculacdo em plantas de trigo, arroz e milho. O
mesmo possui algumas vantagens como: fixagdo de nitrogénio, producdo de
fitormonios, adaptacdo em todos os tipos de solo e clima, resisténcia a variagdes de

temperaturas e antagonismo a agentes patogénicos (ARAUJO, 2008).

A inoculacdo com bactérias da espécie Azospirillum brasilense é
realizada de modo semelhante a inoculacdo de sementes de soja com
Bradyrhizobium. O produto pode ser aplicado na forma liquida ou sélida (como turfa).
A aplicacao do inoculante mais comum é pela via de sementes e a inoculagéo via
sulco de semeadura vem sendo estudada como uma alternativa de evitar a toxidez
nos produtos empregados no tratamento de sementes sobre a bactéria, pois alguns
produtos quimicos podem desestruturar o flagelo utilizado pela bactéria A. brasilense
na associacdo com a planta (CROES et al., 1993). A inoculacdo da bactéria A.
brasilense das estirpes AB-V5 e AB-V6 via sulco de semeadura ou via semente
proporcionou um incremento na produtividade do milho equivalente (CROES et
al.,1993).

O maior desenvolvimento das raizes pela inoculagdo com A.
brasiliense pode induzir efeitos adicionais como incremento na absorcdo de minerais
e agua, maior tolerancia a estresses como seca e salinidade, resultando em uma
planta mais vigorosa e produtiva. Certamente pelo maior crescimento radicular e
melhor nutricdo das plantas, também hé& relatos de maior tolerdncia a agentes
patogénicos de plantas (HOLGUIN, BASHAN, 2004; REIS, PEDRAZA, TEIXEIRA,
2010).

3.3 INOCULANTES

A aplicacdo de inoculantes vem sendo feita por mais de um século,

tendo a comercializacdo inicial deste produto nos Estados Unidos, apds o primeiro
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registro de patente deste insumo contendo rizébio ("Nitragin), para a aplicacdo em
leguminosas no ano de 1896 (NOBBE; HILTNER, 1896 apud BASHAN, 1998).
Segundo o MAPA, por definicdo inoculante sdo formulacdes organicas liquidas ou
sélidas, que utilizam células de microrganismos latentes ou vivos que atuam
favoravelmente no desenvolvimento das plantas (MAPA, 2011).

Os inoculantes s&o obtidos do processo de fermentagdo. A
comunidade microbiana varia de acordo com o processo de fermentacéo o substrato
utilizado em sua producao e a disponibilidade de oxigénio (OLIVEIRA et al., 2017).
De modo geral estes bioprodutos sédo orientados a serem aplicados sobre a
superficie do vegetal, nas sementes ou no solo. Contudo, a definicdo e o termo
inoculante podem sofrer ampliacdes e modificacbes a medida que o conhecimento
avanca (SILVA, 2009). Autores utilizam o termo biofertilizante (BRAHMA, PRAKASH,
SAHU, 2012; HERRMANN, LESUER, 2013).

A producéo industrial de inoculantes no Brasil iniciou na década de
50 (FREIRE, 1968). A partir de pesquisas de bactérias fixadoras de nitrogénio para a
cultura de soja. Atualmente, a utilizacdo de inoculantes em leguminosas como a soja
€ um recurso bem consolidado, levando o Brasil a lideranca na utilizacdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio na agricultura (ARAUJO, 2014), sendo que o
veiculo empregado na producdo desses inoculantes é fundamental para a
manutencdo e a viabilidade celular (ANPII, 2012).

Os inoculantes liquidos sdo compostos por um substrato aquoso
estéril além das bactérias responsaveis pela promocao do crescimento de plantas.
Este insumo mostra vantagens pela facilidade de esterilizacdo evitando o
aparecimento de contaminantes (HUNGRIA, CAMPO, MENDES, 2007). Os
inoculantes sélidos sdo veiculados em turfa material resultante da decomposigcéo
anaerobica lenta de restos vegetais de varias origens em diversos estagios de
decomposicdo, possuindo mais de 90% de matéria organica em sua cComposi¢ao
(SILVA, 2009). Ha também um aumento na resisténcia da planta ao estresse hidrico
e na respiragdo celular, por meio da ativagdo de enzimas da via glicolitlica e do ciclo
de Krebs. A. brasiliense também acelera a mobilizacdo do nitrogénio na semente,
estimula o crescimento das plantulas e o florescimento precoce. Além do mais, ha
relatos do aumento da largura da folha e do caule do milho inoculado, e da
resisténcia contra patégenos (HUNGRIA et al., 2008).

Varios estudos ja publicados indicam os beneficios da associacao
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Azospirillum - planta. Saubidet e associados (2002) observaram que as plantas de
milho inoculadas com bactérias da espécie Azospirillum brasilense apresentaram
parte aérea e peso seco duas vezes maior do que as plantas controle nao
inoculadas, e também maior teor de nitrogénio e maior concentracdo de proteinas
nos graos (SAUBINET et al., 2002).

Reis e colaboradores (2008) verificaram o efeito da inoculacéo da
bactéria Azospirillum amazonense em dois hibridos intervarientais sob diferentes
doses de nitrogénio em um ensaio em casa de vegetacado. Essa espécie de bactéria
elevou a producdo de matéria seca e o acumulo de nitrogénio na raiz das plantas
(REIS et al., 2008).

Hungria e colaboradores (2010) inocularam estirpes de Azospirillum
em trigo e milho, e tiveram bons resultados no desenvolvimento destas culturas,
guando aplicaram bactérias da espécie A. brasilense e A. lipoferum. As estirpes de
A. brasilense Ab-V6 e Ab-V5 elevaram o desenvolvimento das plantas de trigo em
27% e milho em 31%, resultando a recomendacdo das primeiras estirpes de
Azospirillum a serem indicadas para producdo de inoculantes comerciais no Brasil
(HUNGRIA et al., 2010).

Galindo e colaboradores (2018) estudaram a viabilidade técnica e
econdmica da cultura de soja. O experimento foi realizado com dois cultivares de
soja (“BRS Valiosa RR” e “ BMX Poténcia RR”) com e sem a inoculagédo de bactérias
da espécie A. brasilense das cepas Ab-V5 e Ab-V6. Concluiram que a coinoculacao
com A. brasilense eleva a produtividade dos grdos das cultivares (Poténcia e
Valiosa), sendo economicamente viavel destacando que a utilizacdo da cultivar
Poténcia coinoculada proporcionou a maior lucratividade.

A aplicacdo de inoculantes em ambientes agricolas tem
demonstrado um interesse crescente na atualidade e, em comparacdo com 0S
produtos quimicos, estes mostram as seguintes vantagens (BERG, 2009;
BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012): auxilia o desenvolvimento da planta sob
condicbes de estresse, diminui a poluicdo ambiental causada pelo uso de
fertilizantes e produtos quimicos utilizados na agricultura, promove a melhoria da
qualidade do solo, aumento no crescimento das plantas e na produtividade da
cultura através da disponibilidade de nutrientes e fertilidade do solo, protege as
plantas contra muitos patdégenos do solo e oferece uma maior economia ao

agricultor, uma vez que, os fertilizantes nitrogenados podem chegar a participar com
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até 40% dos custos de produgédo (MC LAUGHLIN et al., 2000; HUNGRIA; VARGAS,
2000). Além disso, o baixo custo dos inoculantes cria também condi¢des para que

agricultores familiares e/ou de baixa renda utilizem estas tecnologias.

3.4 AZOSPIRILLUM BRASILENSE: FUNCOES FISIOLOGICAS NAS PLANTAS

Conforme ja descrito, o género Azospirillum destaca-se pela
capacidade de sintetizar horménios que promovem o crescimento vegetal,
principalmente auxinas (BASTIAN et al., 1998; VESSEY, 2003; RODRIGUES, 2004;
PERRIG et al., 2007; BABALOLA, 2010; COUILLEROT et al.,, 2013). A auxina
produzida em maior quantidade por este microrganismo é o acido-indol-3-acético
(AlA). O AIA é produzido durante todas as fases de crescimento do Azospirillum,
incluindo a fase estacionaria (MALHOTRA; SRIVASTAVA, 2009). Diversos tipos de
auxina incluindo &cido indol-acetaldeido, &acido acético, &cido indol-lactico, indol-
acetamida, &cido indol-butirico e indol-27 metanol j4 foram detectados em culturas
de Azospirilum (CROZIER et al.,, 1988; FALLIK et al., 1989; COSTACURTA,
KEIJERS; VANDERLEYDEN, 1994; SOMERS et al., 2005). A quantidade de auxina
produzida depende da espécie: A. irakense sintetiza dez vezes mais AlA que A.
brasilense SP7 (ZIMMER; APARICIO; ELMERICH, 1991).

As auxinas elevam o fluxo de sais minerais e agua no xilema e a
formacdo de raizes, controlam o crescimento vegetativo, afetam a formacdo de
pigmentos, a fotossintese, a biossintese de varios metabolitos e a resisténcia a
estresses bioticos (BASTIAN et al., 1998). O AIA quando é absorvido pelas plantas,
causa alteracbes nas raizes, elevando o seu comprimento e influenciando a
formacdo de raizes laterais e pelos radiculares. As alteragcbes morfolégicas das
raizes, estimulada pela colonizacao de Azospirillum podem melhorar na captacéo de
agua e de nutrientes pelas plantas (KUSS, 2006). Melhorando a sua nutricdo e
tornando-as mais resistentes as intempéries.

Ha evidéncias que bactérias, algas, fungos e leveduras podem
selecionar uma rota em particular para a biossintese de AlA, dentre as varias vias
que possui de acordo com o ambiente. A maioria delas ocorre pela via dependente
do triptofano (PATTEN, GLICK, 1996). Sabe-se que o aminoacido L-triptofano (LTrp)

€ um precursor fisiolégico para a producdo de auxina em diversas plantas e
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microrganismos, e que a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate descarboxlase-
EC 4.1.1.74) € a enzima chave para a biossintese deste fitormoénio (LEBUHN,
HARTMANN, 1993).

As bactérias do género Azospirillum possuem trés diferentes vias
metabdlicas para a producéo do AlA, sendo duas delas dependentes de L-triptofano,
e a terceira via independente deste aminoacido mas dependente de outros
precursores, como o0 acido 3-indol pirdvico (OLIVEIRA et al., 2003;
PATTEN,GLICK,1996). A figura 01 apresenta as rotas de sintese do acido indol
acético (AIA) a partir do triptofano.

Figura 01 — Rotas de sintese do acido indol acético (AlIA) a partir do triptofano. a)
Rota do acido indolpirtvico; b) Rota da triptamina; ¢) Rota da indolacetaldoxima.
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No Brasil cepas das bactérias A. brasilense, Gluconacetobacter

diazotrophicus, A. lipoferum vém sendo alvo de estudos porque sdo capazes de
sintetizar AIA (4cido indol-acético) a partir do triptofano e fixar N? atmosférico
promovendo o crescimento de plantas (BABALOLA, 2010). Segundo Madhaiyan et
al (2004) “quatro isolados de G. diazotrophicus dos tecidos da raiz da cenoura,
rabanete, beterraba e café, produziram AIA na presenca do triptofano”. Perrig et al.

(2007) analisaram por meio de cromatografia gasosa- espectrometria de massa a
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producdo de AIA das estirpes Cd e Az 39 (A. brasilense) cultivadas no meio de
cultura NFB sem triptofano e identificaram que a estirpe Cd produziu 10,8 pg AlA
mL™, quantidade significativamente maior que a produzida por Az39 (2,9 ug mL™).

As citocininas sao derivadas da adenina. Nas plantas, sao
produzidas em pontas de raizes e sementes em fase de germinacdo. As citocininas
sao classificadas com este nome porque desempenham fungbes como a divisdo
celular e o desenvolvimento de gemas laterais. Além destas fungbes elas atuam na
maturacdo dos cloroplastos, expanséo foliar, disparam a morfogénese na raiz,
atrasam a senescéncia e auxiliam na brotagdo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN;
OKON, 2009). A producéo de citocininas em meio de cultura contendo Azospirillum
ja foi mencionada em varios estudos (TAIZ, ZEIGER, 2009).

O etileno é o Unico fitormbnio gasoso presente nas plantas e é
sintetizado a partir do aminoécido metionina. Possui diferentes efeitos nas células
dos vegetais: proporciona alteracdes metabolicas nos diversos estagios do
desenvolvimento dos tecidos vegetais. Alguns dos efeitos causados pelo etileno séo:
formacdo de raizes adventicias, germinacdo de semente, diferenciacdo celular,
inducéo da floracdo em algumas espécies, abscisdo e senescéncia de folhas, flores
e frutos. O etileno esta relacionado também com o processo de amadurecimento dos
frutos. O etileno também esta envolvido nos processos de resposta a estresses de
carater bidtico ou abidtico como ataques de patdégenos e ferimentos nos tecidos
vegetais (ETESAMI, 2009; TAIZ, ZEIGER, 2009).

As giberelinas estdo envolvidas no processo de quebra de
dorméncia de sementes elongacgédo do caule, influéncia germinacdo das sementes,
florescimento e frutificacdo em plantas superiores. Os importantes efeitos biol6gicos
das giberelinas foram extensamente explorados com o intuito de favorecer as
atividades agricolas. A giberelina mais importante é o acido giberélico, o qual é
produzido pelo fungo G.fujikuroi que tem sido aplicado para auxiliar a germinagao
das sementes de cevada, producdo do malte verde e frutas e verduras, além de
estimular crescimento da cana de acucar (GAUDIN et al., 1994; GUTIERREZ et al.,
2001).

O &cido salicilico € um composto fendlico que atua em mecanismo
de controle de resisténcia a patdgenos (NA, MOU, 2011), fechamento dos estbmatos
(MELOTTO et al., 2006), a fotossintese (UZUNOVA, POPOVA,2000). A producao e

excrecdo de &cido salicilico por Azospirillum provavelmente € um mecanismo
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utilizado para evitar o estabelecimento de outras bactérias no sistema radicular,
sejam elas benéficas ou patogénicas para a planta hospedeira (ALEN'KINA;
TRUTNEVA; NIKITINA, 2013; ALEN’KINA et al., 2014 LEBEIS et al., 2015).

3.5 METABOLOMICA

A metabolébmica € um termo recente, inserido nos anos 2000 pelo
Dr. Oliver Fiehn e associados (FIEHN et al., 2000), e que vem tornando-se relevante
nesta era “OMICs” (ciéncia 6micas). As ciéncias 6micas apuram o entendimento do
funcionamento celular dos organismos e suas alteracdes biologicas. Fazem parte
deste conjunto de ciéncias, a transcriptobmica, a protebmica, a gendmica e a
metabolémica que é descrita como uma quantitativa e qualitativa de metabdlitos. A
metabolémica tem como objetivo principal agregar o maior nimero possivel de
informacdes metabdlicas de um sistema bioldégico ou de um organismo. Nas analises
de metabolémica o interesse principal sdo moléculas que possuem baixa massa
molar (< 1500 Da), que estdo presentes em reacfes metabdlicas, sendo estas
informacdes utilizadas para adquirir melhor compreensdo das vias bioquimicas
(FIEHN et al., 2000).

Além disto, sao utilizadas duas abordagens principais e
complementares nas investigacfes metabdlicas, sendo elas: o perfil metabdlico (do
inglés, metabolic profiling), caracterizado como sendo analise de metabdlitos
previamente selecionados de rotas bioquimicas especificas e a impressao digital
metabdlica (do inglés, metabolic fingerprinting) descrita como sendo uma
classificacdo de amostras de acordo com sua origem e relevancia biologica
(CANUTO et al., 2017; PEISE, SCHYMANSKI, WILMES, 2018). Além disso, também
séao encontrados os termos de analise global (do inglés, untargeted metabolomics) e
analise alvo (do inglés, targeted metabolomics).

A analise alvo (do inglés, targeted metabolomics) concentra-se na
analise quantitativa de um ou mais grupos de metabdlitos, seja este grupo
pertencente a uma determinada classe quimica ou relacionado a uma determinada
via metabdlica. Em grande parte dos casos & andlise alvo € uma abordagem
orientada por hipéteses e ndo uma abordagem para gerar hipéteses. Deste modo,

0s métodos analiticos sdo criados visando analise de compostos especificos (NAZ et
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al., 2014; PEISE, SCHYMANSKI,WILMES, 2018). Os avancos tecnolégicos nos
altimos tempos tém promovido a ampliagdo na quantificacdo conjunta de um amplo
namero de substancias (YANG, 2013; SMART, 2010).

A andlise global (do inglés, untargeted Metabolomics) esta
relacionada a andlise qualitativa do maior numero possivel de metabdlitos,
pertencentes a diversas classes quimicas, contido no sistema bioldégico em estudo.
Este tipo de analise é comumente utilizado como uma ferramenta de selecédo para
discriminar amostras de diferentes origens ou estados biologicos. Neste tipo de
andlise global as etapas de preparacdo de amostras podem ser excluidas ou até
mesmo simplificadas. A principal vantagem da analise global em relacdo a analise
alvo € que analise global permite que novas areas do metabolismo sejam
identificadas (CANUTO et al., 2017; NAZ et al., 2014; PEISE, SCHYMANSKI,
WILMES, 2018). No desenvolvimento destas analises alvo ou global recomenda-se
seguir uma série de etapas, que estdo apresentadas resumidamente na figura 02.
Figura 02- Fluxograma de trabalho envolvido na anéalise metabolémica alvo (A) e na

analise metabolémica global (B).
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Metaboldmica global ( untargeted metabolomics)
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Fonte: Adaptado de KHOOMRUNG, et al.,( 2017).

De modo geral, a sequéncia de trabalho como analise metabolémica
consiste da etapa de preparo de amostra, que envolve principalmente o quenching e
a extracao de metabdlitos, andlise instrumental, processamento e analise dos dados.
Com o aumento dos trabalhos aplicando abordagens metabolomicas, a Sociedade
de Metabolébmica (do inglés, Metabolomics Society) desenvolveu em 2005,
0 Metabolomics Standards Initiative (MSI), que determina uma padronizacdo no
procedimento empregado nos trabalhos e publicacdes de estudos em metaboldémica,
com a finalidade de oferecer uma descricdo clara do sistema biolégico estudado e
todos os componentes de estudo, de forma com que os dados sejam efetivamente
compartilhados, aplicados e reutilizados pela sociedade académica.

Para o desenvolvimento de um estudo metabolémico, a definicdo do
problema biol6gico a ser estudado é a primeira etapa no desenvolvimento do estudo,
para definir o tipo de abordagem metabolémica (global ou alvo). Em seguida as
etapas de planejamento experimental e analises quimicas sédo delineadas e o
experimento metaboldomico € conduzido (CANUTO et al., 2017; KHOOMRUNG et al.,
2017).

O preparo de amostra para andlise metabolémica é a segunda
etapa, considerada uma das etapas mais importante, pois 0s metabdlitos derivados
dos microrganismos podem sofrer variagbes metabdlicas muito rapidas durante a
etapa de preparo de amostras (geralmente em 1-2g). Isto ocorre devido a
complexidade das amostras biologicas, grande faixa de concentracdo dos

7

metabolitos presentes. Por isto € essencial que a coleta e a manipulagdo das



31

amostras ocorram de forma rapida. Um passo importante comumente efetuado
durante a coleta é denominado de quenching metabdlico, que se refere a interrupcao
imediata das amostras com uso de nitrogénio liquido ou gelo seco, ou podem
também ser utilizados solventes organicos para interrupcdo das mesmas (ALVAREZ,
CAPOTE, CASTRO, 2010).

De modo geral a etapa de extracdo dos metabdlitos € uma etapa de
extrema importancia na metabolémica microbiana, apesar de que alguns casos esta
etapa acabe sendo negligenciada (PINU, VILLAS-BOAS, AGGIO 2017). Para analise
metaboldmica global uma preparagdo de amostras no minimo ndo seletiva € de
modo geral preferido. O objetivo da analise global € extrair a maior quantidade de
metabdlitos de inUmeras classes quimicas de forma quantitativa e ndo tendenciosa
com perdas do menor numero possivel de metabolitos. Portanto as amostras séo
analisadas priorizando o preparo de amostras minimo, com precipitacdo de
proteinas, remoc¢do de sais, diluicdo, filtracdo e centrifugacdo (GOODACRE et al.,
2004).

A andlise metabolémica global dos metabdlitos extracelular,
usualmente envolvem apenas etapas de extracdo do meio extracelular e dilui¢cdes.
Para metabdlitos intracelulares, geralmente sdo aplicados procedimentos
fundamentais que permitam a lise celular e logo em seguida a utilizagéo da extragao
liquida- liquida a fim de minimizar a distincdo de classes quimicas para analise
global (SOBON et al., 2018). E, em alguns casos, empregam-se etapas de
centrifugacéo e agitacdo. De modo geral, trabalhos recentes tém aplicado este tipo
de extracdo diversificando os solventes utilizados, dependendo especialmente do
microrganismo em estudo (KIM, KIM, 2017; HERMAN et al., 2017; MANDELLI et al.,
2017).

Na analise metabolémica alvo, a extracdo deve beneficiar a
recuperacdo quantitativa dos compostos quimicos de interesse e remover 0S
interferentes, assim 0s compostos quimicos especificos de interesse sao
selecionados. Na analise alvo a metodologia é seletiva a um composto ou classe de
compostos quimicos, e envolvem varias etapas de extracdo sequenciais contendo
diversos solventes, evaporacdo, filtracdo, centrifugacdo ou até mesmo etapas
utilizando cartuchos de extragdo sdlida. Sdo também utilizadas metodologias de
extracdo mais complexas em fase solida e extracao liquida- liquido (HERMAN et al.,
2017; MANDELI et al., 2017).
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Como mencionado anteriormente, o preparo das amostras deve ser
compativel com a técnica de analise aplicada. Para analises de cromatografia
gasosa 0s metabdlitos devem ser volateis, a principal metodologia aplicada é a
microextracdo em fase sélida (SPME). O grande beneficio de se utilizar a técnica de
SPME é a possibilidade da realizacdo in vivo. Quando séo aplicadas técnicas de
eletroforese capilar as amostras preferencialmente devem estar em fase aquosa,
sendo essencial a evaporacao de todos os solventes organicos e logo em seguida a
ressuspensao do solvente em agua (KUEHNBAUM et al., 2015). Os experimentos
utilizando ressonancia magnética nuclear necessitam de diluicdo dos extratos em
solventes deuterados.

A terceira etapa é a escolha da técnica analitica a ser utilizada, para
analise das amostras biolégicas. Mas o grande desafio da metabol6mica microbiana
€ cobrir todos os compostos por uma Unica técnica analitica, uma vez que existe
uma imensa variedade quimica de metabdlitos com concentracdo variada
(GOODACRE et al., 2004). Desta forma, a aquisicdo dos dados metabolémicos, vem
sendo efetuada com a utilizacdo de analises multiplataformas, que gerem maior
cobertura em termos de compostos quimicos detectados de modo que proporcione
um maior entendimento biolégico do microrganismo estudado (VILLAS-BOAS,
BRUHEIN, 2007). Dentro da metabolémica microbiana as principais técnicas
analiticas aplicadas sdo a NMR (Ressonancia magnética nuclear), GC-MS
(Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) e LC-MS
(Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas).

A cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas (GC-
MS), é resultado de uma técnica de separacdo, com uma técnica de identificacédo e
quantificacdo. A GC-MS é muito aplicada em estudos metabolémicos, em que
inlmeros de centenas de compostos podem ser analisados ao mesmo tempo,
incluindo agucares, aminas aromaticas, aminoacidos, acidos organicos, acidos
graxos, dentre outros; em alguns casos a derivatizacdo € necessaria (CANUTO et
al., 2017).

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma
técnica analitica que analisa as propriedades magnéticas de certos nucleos atdmicos
para definir propriedades quimicas e fisicas de moléculas ou atomos nos quais eles
estdo contidos. E uma técnica muito simples e muito abrangente, que solicita o

minimo ou nenhuma manipulacdo das amostras, podendo ser analisadas amostras
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bioldgicas sodlidas e semi-sélidas (PUTRI et al., 2013; LENZ, WILSON, 2007). Esta
técnica tem como vantagem de requerer pouca quantidade de amostra e nao
destruir a mesma apoOs analise, mesmo contaminado com solventes deuterados.
(NICHOLSON, LINDON, 1999).

A cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas
(LCMS) é atualmente a técnica analitica mais utilizada nos estudos metabolémico,
visto que apresenta alta sensibilidade, seletividade, ser de facil operacdo e alta
robustez. O LC-MS é a técnica mais propicia para analises de compostos apolares e
polares pouco volateis, nos quais ndo sao necessarias rea¢des de derivatizacao (XU
et al., 2014). Inumeras opc¢les estdo disponiveis para analisadores de massas e
fonte de ionizacdo em sistemas LC-MS viabilizando a pratica tanto de analise global
e andlise alvo o que faz do LC-MS um grande atrativo para estudos metabolémicos.
Esta técnica permite efetuar tanto analises qualitativas como andlises quantitativas
fornecendo informagbes estruturais a partir de dados MS/MS e quantificacdo
simultaneamente sem necessidades de altas resolu¢des cromatograficas (CANUTO
et al., 2017).

A quarta etapa dos estudos metabolémicos é o pré-processamento
dos dados gerados pelas analises analiticas, pois resultados das amostras
biologicas sdo abundantes e complexos. Por este motivo s8o necessarias
ferramentas adequadas de tratamentos de dados, para evitar erros e manter a
integridade das variacBes biolégicas inspecionadas. A maior parte destas
plataformas e softwares de pré-processamento de dados metabolémicos partilham
funcdes gerais de deconvolucdo e deteccao de sinais analiticos, filtragem de ruido,
correcdo da linha base e preenchimento de lacunas e alinhamento de picos
(CANUTO et al., 2017).

A filtragem de ruido tem como objetivo separar o sinal procedente de
um composto na amostra biolégica de um sinal proveniente de interferéncia
instrumental ou quimica. O objetivo da deteccdo e deconvolucdo de pico é
quantificar e identificar os sinais compativeis com 0s compostos nas amostras. O
método de deteccgédo de pico eficaz deve identificar os sinais verdadeiros e excluir os
falsos positivos, além do mais a detecgéo e deconvolucdo diminuem a complexidade
dos dados e os torna a posterior andlise viavel (BELINATO et al., 2019).

A normalizacdo € aplicada para realizar a correcao sistematica e

escalar dos dados para que diferentes amostras em um estudo possam ser
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comparadas entre si. E, é aplicado dividindo cada linha da tabela de dados por um
fator de normalizacdo. Duas estratégias principais sdo geralmente aplicadas para
fazer a remocéao do viés sistematico indesejado nas medidas. A primeira estratégia é
considera sofisticada com a utilizacdo de amostras controle de qualidade (QCs, do
inglés quality control), em cada procedimento da aquisicdo a fim de visualizar a
variabilidade global de um sistema de medicdo. As amostras de controle de
qualidade (QCs) sdo uma mistura de volumes iguais de todas as amostras
envolvidas no estudo. A finalidade das QCs € de avaliar o desempenho e a
estabilidade instrumental durante a aquisicdo de dados. Uma vez que a QCs é
avaliada em intervalos pré- estabelecidos, sendo sua leitura intercalada a das
amostras, durante todo o processo de analise estatistico. A segunda estratégia € a
utilizacao de padrdes internos no qual a selecdo destes padrdes pode ser baseada
em regides especificas de RT ou m/z, mas RT e m/z, porém, nem sempre S&ao
descritos de todas as propriedades quimicas e matriciais levando obscurecer a
variacdo de dados (BELINATO et al., 2019).

A quinta etapa do trabalho metabolébmico, sdo as andlises
estatisticas, para retirar informacfes pertinentes dos dados, por meio de analises
multivariadas e univariada. Nas andalises multivariadas, a classificacdo e a
discriminacdo de entidades ou metabdlitos responsaveis por diferenciar os grupos de
amostras sdo realizadas através da avaliacdo do conjunto da matriz de dados
extraidos na etapa de trabalho anterior. S&o aplicados métodos supervisionados,
como andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés,
partial least squares discriminant analysis), e projecdes ortogonais para estruturas
latentes (OPLS-DA, do inglés, orthogonal partial least squares discriminant
analysis). JA nas andlises univariada, as variaveis de estudo (entidades ou
metabdlitos) s&o avaliadas particularmente e, ao contrario dos métodos
multivariados, sdo descartadas as relacdes entre elas. Os testes estatisticos como
anova, teste de student ou de mann- whitney v, sado frequentemente utilizados
(SUGIMOTO et al., 2012; CANUTO et al., 2018).

A sexta etapa do trabalho metaboldmico € a identificagdo dos
metabolitos um processo demorado e desafiador, principalmente na metabolémica
microbiana. Isto ocorre por que 0S microrganismos podem produzir uma série
diversificada de metabdlitos em diferentes condi¢des, que pode ndo ser usualmente

reconhecidas em bibliotecas padrdes.
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Para andlises metabolémica global a identificacdo dos metabolitos &
feita aplicando biblioteca de espectros construidas no préprio laboratério de analise
ou pela utilizacdo de bibliotecas comerciais como a Nist (do inglés, National Institute
of Standards and Technology). A identificacdo dos metabdlitos putativos pode ser
realizada por meio de andlise metaboldmica em fluxo, aplicando compostos
marcados isotopicamente ou por meio de andlise de NMR-2D ou MS/MS para
elucidacao estrutural, além de adi¢do por spiking de padrdes analiticos as amostras.
E sua identificacédo € realizada em bases de dados publicos online, como HMDB (do
inglés, Human Metabolome Database), MassBankos, Metlin entre outras
(TAUTENHAHN et al., 2012).

A sétima etapa € a interpretacdo biolégica que é executada através
da correlacdo dos metabdlitos alterados com as rotas bioquimicas, utilizando-se
bibliotecas como metaboLigths, metacyc,KEGG (do inglés, Encyclopedia of Genes
and Genomes), MetaCyc, MetabolLights, entre outros. Para comprovar a
intepretacdo dos efeitos bioquimicos, uma validacao biolégica € recomendada, onde
novos experimentos sao desenvolvidos com novas amostras e estas sdo submetidas
a analise metabolémica (CANUTO et al.,2018; BELINATO et al.,2019).

Quando se tratam de microrganismos, os trabalhos metabol6micos
tém colaborado para a descoberta de caminhos metabdlicos Unicos e interacfes
regulatorias, sendo estas descobertas de grande importancia e Uteis para o
entendimento do metabolismo global das células (REES et al., 2018). A
metaboldmica microbiana tem sido aplicada em diversos campos microbiolégicos
como na pesquisa de genes funcionais, identificagdo de vias metabdlicas de
microrganismo, mutacdo celulares (CANUTO et al.,2018; BELINATO et al., 2019).
Em comparacdo a outros estudos a desvantagem da metaboldmica de
microrganismo esta na alta complexidade dos metabolitos ainda pouco estudados e
em poucos casos, de dificil identificacéo.

Os metabdlitos sdo compostos quimicos de baixo peso molecular
(<1000 Da) que exerce um papel importante no metabolismo microbiano (converséo
quimica) (PINU et al., 2017). Os metabdlitos podem ser classificados com base em
sua funcdo como primaria ou secundaria. O metabolismo primario € o conjunto de
reagcbfes quimicas e processos anabdlicos e catabodlicos indispensaveis ao
crescimento celular e fortemente conservados entre as espécies e género de

microrganismos, o metabolismo secundario origina compostos organicos que nao



36

estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e
reproducao dos organismos (BRIEN, WRIGHT, 2011).

Os metabdlitos secundarios sao sintetizados por géneros
especificos, por razbes fisiologicas, predatérios ou sociais, estando intimamente
ligados & ecologia dos organismos (BRIEN, WRIGHT, 2011). Normalmente as vias
metabdlicas secundarias sdo ativadas em situacbes de caréncia nutricional,
biossintese ou na presenca de um indutor e diminuicdo da taxa de crescimento
microbiano. Estas situacfes de caréncia geram sinais que impulsionam uma cascata
de eventos regulatérios, ocasionando diferenciacdes quimicas, que ativam as vias
metabdlicas secundarias (DEMAIN, 1998). A insuficiéncia nutricional é a situacéo
usual na natureza que resulta na diminuicdo na taxa de crescimento bacteriano e em
consequéncia, favorece a producdo de metabdlitos secundarios (DEMAIN, FRANG,
2000).

Os metabolitos microbianos secundarios incluem moléculas de
pigmentos, toxinas, antibioticos, e efetores de competicdo ecoldgica, enzimas
inibitérias, receptoras antagonistas e agonista, feromoénios, pesticidas, promotores
do crescimento vegetal e animal, agentes anti-tumorais (DEMAIN, 1998). Menciona-
se que os metabolitos secundarios sao mais comuns em organismos de organizacao
corporal mais simples, que ndo possuem sistema imune. A biossintese destes
compostos depende das condi¢cdes ambientais e de crescimento. Normalmente séao
codificados por genes agrupados no DNA cromossomal ou com menos frequéncia
no DNA plasmidial (DEMAIN, 1998).

As estruturas quimicas mais encontradas entre os metabolitos
secundarios sdo peptideo ciclicos, acucares, aminoacidos ndo proteicos,
nucleosideos nao usuais, B- lactamicos, poliacetileno insaturados, grupos nitrilas,
terpinoides, grandes anéis de macrolideos, entre muitos outros (DEMAIN, FANG,
2000). Apesar do metabolismo secundario ndo fazer parte do metabolismo primario,
as vias metabdlicas do metabolismo secundario decorrem do metabolismo primario,
uma vez que 0s compostos iniciais utilizados no metabolismo secundario originam-
se das principais vias biosintéticas. Os metabolitos secundarios exercem diversas
fungbes como: hormoénios sexuais, estruturas transportadoras de metais, estruturas
de diferenciacéo intra e extra celular, promotores de crescimento microbiano e de
plantas, moléculas que propiciam a simbiose entre microrganismos e plantas,

nematoides, insetos e animais superiores e estrutura de defesa contra agentes
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externos sejam eles fungos, bactérias (antibiéticos), plantas, insetos ou animais de
grande porte (HORAK et al., 2019).

A sintese de metabdlitos por microrganismos € influenciada por
diversos fatores ambientais (KIM, KIM, 2017), como temperatura, pH, método de
cultivo (cultura em lote vs cultura continua), meio de cultivo utilizado (meio complexo
VS meio minimo) , periodo de incubacéo, luz e umidade (TYC et al., 2016). Por este
motivo € importante que as condi¢cdes de cultivo para trabalhos metabolémicos
sejam otimizadas para garantir que as quantidades maximas de metabdlitos
significativos sejam sintetizadas para garantir a defectibilidade.

Os meios de cultivo utilizados influenciam sobre o tipo e a
guantidade de metabdlitos produzidos durante o periodo de incubacao, devido as
diferencas no teor de nutrientes e nas vias metabdlicas resultantes. Porém poucos
trabalhos investigaram o efeito de diferentes tipos de meios de cultivo nas atividades
metabolicas microbianas (HORAK et al., 2019).

Kim e Kim (2017) comparou o perfil metabdlico de Escherichia
coli e S. cerevisia e em dois meios de cultivos (meios minimos vs meios complexos).
Os meios complexos utilizados foram o caldo YP e o caldo Luria-Bertani, enquanto
0s meios M9 e um caldo a base de nitrogénio de levedura foram usados como meios
minimos. O cultivo que usou meios complexos resultou em maiores taxas de
crescimento microbiano e densidades celulares finais, quando comparado com o
cultivo de meios minimos. Além disso, o cultivo em meio complexo rendeu niveis
significativamente maiores de aminoacidos, enquanto a producdo de acuUcares,
acidos graxos e alcoois de acucar foi maior no caldo minimo. Metabolitos
intracelulares especificos do meio e do organismo foram comparados para
determinar se o perfil do metabdlito obtido dependia do tipo de meio de cultivo ou do
préprio microrganismo. Meios de comunicacdo semelhantes exibiram perfis de
metabodlitos semelhantes, independentemente do microrganismo (E. coliou S.
cerevisiae). Concluiu-se que as diferencas especificas dos meios de -cultivo
superaram as diferencas especificas do organismo, mostrando que a captacdo e o
metabolismo dos nutrientes € um fator critico na determinacdo da producdo de
metabdlitos.

Oliveira e colaboradores (2017) enrigueceram a biomassa celular de
A. brasilense (Ab-V5) com biopolimeros de EPS e PHB, para serem aplicados na

formulacdo de inoculantes liquidos e turfosos. Os inoculantes foram aplicados em
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sementes de plantas de milho. Os resultados deste tratamento foram comparados
com o meio de cultura OAB utilizados como controle. Um ensaio de inoculagdo com
milho realizado em casa de vegetacdo e utilizando células de A. brasilense Ab-V5
enriquecidas com biopolimeros demonstrou a importancia do EPS e PHB para a
viabilidade bacteriana em longo prazo no solo e para a eficacia da inoculacao.

As alteracbes dos exopolissacarideos de A. brasilense séo
frequentemente retratadas como resposta a diferentes condicfes de crescimento e
estadas fisiologicas. Além do mais, a composicao relativa dos exopolissacarideos
varia dentro das linhagens e espécies de microrganismos (FICHER, MIGUEL, MORI
2003). A producédo de EPS pelos microrganismos interage com as plantas podendo
auxiliar em varias situacdes de estresse ambiental como: estresse salino, hidrico,
variacfes de temperatura, entre outros. Este composto possibilita também a melhor
aderéncia e colonizacdo dos microrganismos em superficies sélidas proporcionando
um acumulo de nutrientes e minerais. Os EPS protegem as células microbianas do
dessecamento, estresses ambientais, além de poder ajudar na melhor fixacdo de
nutrientes e minerais nas areas proximas do microrganismo (KONOVA et al., 2001;
KADOURI, JURKEVITCH, OKON, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AZOSPIRILLUM BRASILENSE

A bactéria utilizada nesse experimento € a Azospirillum brasilense,
estipe Ab-V5, cedida pelo laboratério de Bioquimica e Biologia molecular da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba — PR, e esta armazenada sob
criopreservacao no laboratério de Bioquimica Molecular da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). Essa estirpe esta registrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para uso como inoculante nas culturas de milho, trigo e arroz (MAPA,
2011).

4.2 Composicéo e preparo dos meios de cultura

A bactéria Azospirillum brasilense Ab-v5 foi cultivada nos meios de
cultura MCA4 e OAB, conforme apresentados nas tabelas 01 e 02.
Tabela 01- Composicdo quimica do meio de cultura MCA4.

Reagente Quantidade
Glicerol 100 g/L
Sacarose 50 g/L
Extrato de levedura 50 g/L
Goma xantana 1,0g/L
PVP 1,0 g/L
FeEDTA (sol. 0,5 M) 2,0 mL/L
MgSo04.7H,0 1,0g/L
NaCl 0,19/L
KH,HPO4 4,0 g/L
K2HPO, 6,0 g/L
NH4NO3 159/L
Solucéo de micronutrientes* 5,0 mL/L

Solugéo de micronutrientes*

NazMOO4 .2H20 1,0 g/L

MnSQO,4.H,O 1,18 g/L
H3803 1,40 g/L
CuSQO,4 .5H,0 0,04 g/L
ZnS0O, .7H,0 1,20 g/L

FONTE: DOBEREINER et al.,1995; MILANI,2014.
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Tabela 02- Composi¢cdo do meio de cultura OAB.

Reagentes Quantidade
Acido DL- malico 5 g/L
NaOH 3g/L
MgSo04.7H,0 0,2 g/L
CaClL; 0,02 g/L
NacCl 0,1g/L
NH,CI 1 g/L
Extrato de levedura 0,1g/L
FeCL; 0,01 g/L
NaMoO;,. 2H,0 2 g/L
MnSO,4 2,1g/L
H3BO3 2,8 g/L
Cu (NO3) 2 »3H,0 0,04 g/L
ZnS0,4.7H,0 0,24 g/L
KoHPO, 6 g/L
KH,PO 4 6 g/L

FONTE: BASHAN et al., 1993.
Os reagentes dos meios de cultura OAB e MCA4 foram solubilizados

em 1000 mL de &gua destilada, e ap6s o ajuste do pH para o valor de 6,8 e meios
foram esterilizados em autoclave a uma temperatura de 121°C por 15 minutos
(BASHAN et al., 1993; MILANI, 2014).

Para o pré inoculo dos meios de cultivo OAB e MCA4, a cultura
criopreservada de A. brasilense, foi inoculada em meio Dygs liquido como descrito

na tabela 03.A tabela 03 apresenta a composi¢cao quimica do meio de cultura Dygs

liquido.
Tabela 03- Composicao quimica do meio de cultura Dygs liquido.
Reagentes Quantidade

Glicose 2,0g/L
Peptona 1,5¢g/L
Extrato de levedura 2,0g/L
KoPOy4 0,59g/L
MgSo,4 7H,0 0,5 g/L

Fonte: RODRIGUES et al.,1986.

Os reagentes que foram utilizados para o preparo do meio de cultura
Dygs foram diluidos em 1000 mL de agua destilada e adicionados na ordem
apresentada na Tabela 04. O pH foi ajustado para 6,8 utilizando uma solucéo de
KOH a 10% e foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, seguindo
protocolo estabelecido por RODRIGUES et al.,1986.
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4.3 PREPARO DO INOCULO E CONDICOES DE CULTIVO

A partir de 100 L da cultura de Ab-V5 criopreservada, foi preparado
um meio de cultivo contendo 5 mL de meio Dygs (RODRIGUES NETO et al, 1986),
onde foi incubado por 24 horas em agitador orbital a 180 rpm e 28°C. Apos este
periodo de crescimento, a densidade de células no cultivo foi determinada por
contagem em camara de Neubauer. Paralelamente, foram preparados frascos
Erlenmeyers (volume de 250 mL) contendo 50 mL de cada um dos meios de cultivo
MCA4 e OAB ensaiados (tabela 01 e tabela 02). Os frascos contendo 0os meios de
cultivo foram esterilizados sob temperatura de 121°C e presséo de 1 atm durante 15
minutos, e inoculados com uma suspensdo de células de A. brasilense Ab-V5
crescidas em meio Dygs liquido. A concentracdo celular inicial nos cultivos
realizados em frascos Erlenmeyers foi de 1 x 10° células de A. brasilense Ab-V5 por
mL de meio de cultura. Apés a inoculacao, os frascos foram incubados em agitador
orbital a 180 rpm e 28 °C por até 72 horas, em quadruplicada.

4.4 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

A avaliacdo da viabilidade celular de Ab-V5 nos meios de cultivo
foram realizadas através da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)
pelo método de MIELES, MISRA, (1938). Amostras de 1,0 mL dos cultivos foram
seriadamente diluidas (1/10) em solucao salina de (NaCl 0,85%), e aliquotas de 100
uL das diluicdes 10 a 10°® foram plaqueadas em meio Dygs soélido. As placas foram
incubadas em estufa a 28 °C pelo periodo de 24 horas, sendo efetuada, a seguir, a
contagem do namero de colbnias em cada diluicdo. Os resultados foram expressos

como numero de unidades formadoras de col6nia por mL de cultivo (UFC/mL).
4.5 COLETA DOS MEIOS DE CULTIVO OAB E MCA4 PARA ANALISES CROMATOGRAFICAS

Foram coletadas amostras de 40 mL de cada um dos meios cultivos
MCA4 e OAB, ap6s 6, 12, 24, 36 e 72 horas de incubacdo, seguidas de
centrifugagdo a 6000 giros a 4 °C por 10 min para sedimentacdo da biomassa
celular. Em seguida, os extratos foram filtrados em membrana de celulose (poro de

0,22 ym) para obtencgao de extratos livres de células (ELC).
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4.6 AVALIACAO DA SINTESE DE METABOLITOS NOS MEIOS DE CULTIVO: ANALISE EM CG-MS

Aliquotas de 4 mL do sobrenadante de cultivos de A. brasilense Ab-
V5 nos meios de cultivo MCA4 e meio OAB foram coletadas para analises
cromatograficas. Aliquotas de mesmo volume foram coletadas de meios de cultivo
(MCA4 E OAB) néo inoculados e utilizados como branco nas andlises. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 6000 giros a 4 °C por 10 min, os extratos foram
fitrados em membrana de celulose (poro de 0,22 ym) e 1,0 mL do sobrenadante
filtrado foi transferido para frascos de vidro (vials, 1,5 mL de volume), onde foram
adicionados 150 pL de solugdo padrdo de D-glicose e &cido salicilico (50 ug mL™).
Posteriormente, as amostras foram submetidas a extracdo em fase sélida utilizando
um cartucho de extracdo Strata-X® (200 mg/3 mL; Phenomemex), de acordo com o
seguinte procedimento: O cartucho foi ativado com 5 mL de metanol e equilibrado
com 5 mL de H;O ultrapura. Os cartuchos ativados foram carregados com 4 mL dos
extratos previamente filtrados contendo os compostos padrdo. Em seguida, foi
efetuada a lavagem dos cartuchos com 20 mL de H,O ultrapura para a remocéo de
sais. ApOs esta etapa, aos cartuchos foi adicionado 1 mL de metanol para eluicdo
dos metabdlitos, seguindo a secagem dos extratos metandlicos em estufa com
circulacdo de ar a 50 °C por 24 horas para a concentracdo das amostras. As
amostras secas foram adicionados 50 pL de solucédo de cloridrato de metoxiamina
em piridinae N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (500 ug mL™) para
derivatizacao, e foram incubadas em banho maria a 37 °C por 90 minutos seguido
por um periodo de 9 horas em temperatura ambiente. Posteriormente foram
adicionados 40 pL de solucdo de N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida e foi feita
a incubacao por 30 minutos a banho maria a 37°C. As analises foram conduzidas em
guadruplicata para cada tratamento.

Aliquotas de 1 pL das amostras derivatizadas foram injetadas no
equipamento GC-MS QP2010SE (SHIMADZU) equipado com uma coluna capilar
RTX- 5MS RESTEK (30 m, @ 0,25 mm ID, espessura de filme de 0,2 ym), detector
de ionizacdo de chama (CG-DIC) e injetor AOC-5000. A separagcao dos compostos
foi realizada com a temperatura do injetor e detector a 250°C, utilizando hélio como
gads de arraste a um fluxo de 1,0 mL min . As condi¢cdes de operacdo do
cromatografo compreenderam uma temperatura inicial de 60 ° C, seguida por uma

rampa de 15 ° C até 310 ° C, isoterma a 310 ° C por 10 min. As temperaturas da
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linha de transferéncia e da fonte de ions foram 250°C e o intervalo de massa foi
din&mico de 45 a 700 m/z.

Os espectros obtidos foram analisados na plataforma Galaxy online
seguindo o protocolo descrito por Petera et al. (2020). Brevemente, 0s espectros
GC-MS (amostras e branco) foram carregados na plataforma Galaxy online,
transformados para o formato de andlise (MSnbase readMSData), feita a
identificacdo de picos com intensidade superior ao ruido para cada amostra (xcms
FindChromPeaks), agrupamento das repeticdes e branco de cada tratamento (xcms
findChromPeak Merger), alinhamento dos cromatogramas (xcms groupChromPeaks)
e correcao do tempo de retencéo (xcms adjustRtime) com base no composto padrao
D-glicose. Foram geradas listas contendo compostos (picos) presentes em pelo
menos duas de quatro repeticbes para cada tratamento, excluindo-se os compostos
identificados nas amostras provenientes dos meios de cultivo n&o inoculados

(branco).

4.7 AVALIAGAO DA PRODUGCAO DE FITORMONIOS NOS MEIOS DE CULTIVO: ANALISE LC-MS/MS

Foram coletados 40 mL do meio OAB e MCA4, onde foi adicionado 1
mg/ml de Padréo Interno (Paraquat). Desses 40 mL foram coletadas amostras de 10
mL do meio OAB e MCA4, as quais foram submetidas a extracao utilizando cartucho
SPE de Strata-X® (200 mg/3 mL; Phenomemex), de acordo com 0 seguinte
procedimento: O cartucho foi ativado com 5 mL de metanol e equilibrado com 5 mL
de H,O ultrapura. O cartucho de extracdo Strata-X® foi carregado com 10 mL da
MCA4 e do meio OAB, em seguida o cartucho Strata-X® foi lavado com 20 mL de
H,O ultrapura e logo apds os metabdlitos foram eluidos com 1 mL de metanol, e
alocados em vials para analise de LC-MS/MS.

As analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) foram realizadas no sistema Waters Avquity UPLC-Class-Xevo
TQD, equipado com ionizacdo por eletrospray em modo positivo e negativo. A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando a coluna ACQUITY UPLC® BEH
C18 2.1 x 50 mm (1.7-um porosity), como fase movel: H,O ultrapura acidificada com
0,1% de &cido formico (A), e Metanol acidificado com 0,1% de &cido formico (B). O
volume de injecao foi de 10 ul.

As condi¢Bes para &cido salicilico, auxina, acido abscisico e acido
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jasmonico foram as seguintes: perfil do gradiente: gradiente linear de 90% H,O0
ultrapura acidificada com 0,1% de &cido formico para 55% H,O ultrapura acidificada
com 0,1% de acido férmico durante 5 minutos, gradiente para 20% H,O ultrapura
acidificada com 0,1% de acido férmico em 5,5 min, apds foi submetido a limpeza da
coluna durante 1,5 min (100% B), e reestabelecimento da coluna em 90% H,0O
ultrapura acidificada com 0,1% de &cido férmico durante 1,5 min. O fluxo foi de 0,4
mL/min-1. A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C. Os parametros da fonte
foram os seguintes: fluxo de gas do cone, 60 L/h; fluxo do gas de dessolvatacéo,
550 L/h; capilaridade, 2,8 kV; temperatura de dessolvatacdo, 350 °C. A voltagem do
cone, energia de colisdo, massa do ion precursor, e massa do fragmento estédo
demonstradas na tabela 04. A deteccdo dos ions foi realizada no modo MRM

(Multiple Reaction Monitoring).

Tabela 04- Informacdo da voltagem do cone, energia de colisdo, massa do ion

precursor, e massa do fragmento.

Molécula fon precursor Fragmento Voltagem Energia de
do cone (V) coliséo (eV)

AS 137 92 24 15

IAA 174 130 19 10

JA 209 58 27 15

ABA 263 153 27 10

Legenda: AS (&cido salicilico), IAA (auxina), JA (4cido jasménico), ABA (acido
abscisico).

As condic¢des para andlise de giberilinas foram as seguintes: perfil do
gradiente: gradiente linear de 90% H,O ultrapura acidificada com 0,1% de acido
férmico para 55% H,O ultrapura acidificada com 0,1% de &cido férmico durante 5
min, gradiente para 20% A em 5,5 min, apos foi submetido a limpeza da coluna
durante 1,5 min (100%B), e reestabelecimento da coluna em 90% H,O ultrapura
acidificada com 0,1% de &cido formico durante 1,5 min. O fluxo foi de 0,4 mL/min-1.
A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C. Os parametros da fonte foram os
seguintes: Fluxo de gas do cone, 2 L/h; fluxo do gas de dessolvatacdo, 650 L/h;
capilaridade, 1,5kV; temperatura de dessolvatagao, 150 °C, temperatura da fonte,
150 °C, voltagem do cone, 30 V; energia de colisdo, 25 eV. A massa do ion
precursor, e massa do fragmento estdo demonstradas na tabela 07. A deteccdo dos

ions foi realizada no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).
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Tabela 05- Informacéo da massa do ion precursor, e massa do fragmento.

Molécula ion precursor Fragmento
GAs 363 275
GAy 347 303
GA3 345 239
GA; 347 259
GAe 345 119
GAs 329 145
GAzo 331 287
GAi3 377 259
GAu4 345 301
GAu1o 361 273
GAz4 347 259
GAs; 331 287 (243)
GA; 329 223
GA4 331 287 (257)
GAs3 347 329
GAz4 345 257
GAg 315 271
GAss 329 257
GA12 331 313
GAai 317 273

Fonte: O préprio autor.

4.8 ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacao do Departamento de
ciéncias Agréarias da Universidade Estadual de Londrina. Em vasos contendo 1,0 kg
de substrato formado pela mistura em iguais propor¢cdes de Latossolo vermelho
distréfico e areia lavada, foram semeados sementes de milho (Zea mays) tratadas
com 1,0 mL de extratos com metabolitos de A. brasilense Ab-V5 produzidos por
cultivo em meio MCA4. Para a obtencdo do extrato metabdlico foi feito um pré
inoculo de 100 pL da cultura de Ab-V5 criopreservada, foi preparado um meio de
cultivo contendo 5 mL de meio Dygs como descrito na tabela 04 (RODRIGUES
NETO et al, 1986), o qual foi incubado por 24 horas em agitador orbital a 180 rpm e
28°C. Apos este periodo de crescimento, a densidade de células no cultivo foi
determinada por contagem em camara de Neubauer. Paralelamente, foram
preparados frascos Erlenmeyers (volume de 250 mL) contendo 50 mL do meio de

cultivo MCA4 ensaiado (tabela 01). Os frascos contendo os meios de cultivo foram
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esterilizados sob temperatura de 121°C e pressao de 1 atm durante 15 minutos e
inoculados com uma suspensdo de células de A. brasilense Ab-V5 crescidas em
meio Dygs liquido. A concentracdo celular inicial nos cultivos realizados em frascos
Erlenmeyers foi de 1 x 10° células de A. brasilense Ab-V5 por mL de meio de cultura.
Apés a inoculacao, os frascos foram incubados em agitador orbital a 180 rpm e 28
°C por até 60 horas.

Foram coletadas aliquotas de 5 mL destes cultivos apos diferentes
tempos de incubacdo: 12, 36 e 60 horas. Estas aliquotas de cultivo foram
centrifugadas a 7.000 giros a 4 °C por 10 min para sedimentacdo da biomassa
celular. Em seguida, os extratos foram filtrados em membrana de celulose (poro de
0,22 ym) para obtencao do extrato metabdlitos. As plantas tratadas com os extratos
metabdlitos foram mantidas por 35 dias para crescimento, e ap0s este periodo,
foram removidas dos vasos, lavadas e postas para secar em estufa de circulacao de
ar a 50 °C por um periodo de 48 horas, para determinar o peso seco das mesmas. O
ensaio foi conduzido sob delineamento experimental inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e dez repeticbes, compreendendo a aplicacdo do extrato
contendo metabdlitos extracelulares de A. brasilense produzido em diferentes

tempos de cultivo e um tratamento controle, sem adicéo de A. brasilense .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CINETICA DE CRESCIMENTO DE A. BRASILENSE AB-V5 EM DIFERENTES MEIOS DE

CULTIVO: DETERMINAGAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA ( UFC)

O grafico 01 apresenta os valores de UFC para avaliacdo do
crescimento de A. brasilense nos meios de cultivo MCA4 e OAB apos 6, 12, 24, 36 e
72 horas de cultivo. Foi observado que a velocidade de crescimento e a densidade
populacional de A. brasilense Ab- V5 foram superiores na formulacdo MCA4 quando
comparado com o meio de cultivo OAB (é quase de 10.000 vezes superiores nas
contagens apd6s 12 horas de cultivo). A densidade populacional maxima de A.
brasilense Ab-V5 em meio de cultivo OAB foi de 6,91 x 10° células mL™, observada
apos 36 horas de cultivo, enquanto para o meio MCA4, a densidade populacional
maxima foi de 9,77 x 10° células mL™* apés 24 horas de cultivo. Além disso,
estatisticamente houve diferenga na cinética de crescimento do microrganismo entre
0s meios de cultivo testado, com inicio do decaimento populacional apés 36 horas
de cultivo testadas, com o inicio do decaimento populacional apdés 36 horas de
cultivo para o meio OAB, enquanto no meio MCA4 este decaimento teve inicio apos
24 horas de cultivo.
Gréafico 01- Populacdo de A. brasilense Ab-V5 no meio de cultivo OAB e na
formulacdo MCA4 em diferentes tempos de crescimento, determinadas por meio do

namero de unidades formadoras de colénia (UFC) pelo método da gota (drop plate).
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Embora estas diferengcas sugiram o envelhecimento precoce da
populacao de A. brasilense cultivado em meio MCA4, os resultados de contagem por
UFC indicam que a velocidade de decaimento populacional foi menor em meio
MCA4 do que em meio OAB. A queda populacional observada em meio MCA4 foi
aproximadamente 10% entre as contagens realizadas apés 72 h de cultivo
comparativamente ao valor maximo de contagem (24 h de cultivo), enquanto no
meio OAB esta queda chegou a quase 20% entre os valores de contagem de 72 h e
0 maximo observado em 36 h de cultivo. As diferencas observadas estéao
diretamente relacionadas com a composi¢cdo nutricional dos meios de cultivo
utilizados, como demonstrado anteriormente por Oliveira et al. (2017). A formulacao
MCA4 constitui de um meio de cultivo com maior quantidade de nutrientes, contendo
altas concentracdes de compostos ricos em nitrogénio e carbono, portanto capaz de
suportar uma densidade de células muito maior e por mais tempo, comparado com 0
meio OAB.

Além disso, a formulacdo MCA4 possui alta concentracdo de glicerol
(1% plv) e sacarose (5% p/v) em sua formulagdo. O glicerol protege as células da
desidratacdo diminuindo a taxa de dessecacdo, fato de extrema importancia para
manter as células viaveis por longos periodos de tempo (BASHAN, TREJA, 2011).
Tarrand, Krieg e Do6bereiner (1978) empregaram glicerol em seu meio de cultura
como fonte de carbono, obtiveram excelentes resultados no crescimento bacteriano
de Azospirillum. Albareda et al. (2008) e Manikandan et al. (2010) também
empregaram glicerol em meios de cultivos utilizando outros géneros de bactérias
como Rhizobium spp. e Pseudomonas fluorescens e observaram que o glicerol pode
interferir positivamente no crescimento bacteriano, e beneficiar a manutencédo de

elevadas populacfes durante o periodo de armazenamento dos inoculantes.

5.2 PRODUCAO DE FITORMONIOS NOS MEIOS DE CULTIVO: ANALISE POR LC-MS

A andlise cromatografica direcionada para a identificacdo da
presenca dos fitormonios &cido jasmoénico (AJ), &cido abscisico (ABA), &cido
salicilico (AS), e acido indolacético (AlA), como produto do metabolismo celular de A.
brasilense Ab-V5 demostrou auséncia destes fitormdnios nos cultivos conduzidos no
meio OAB, em qualquer dos tempos de cultivo. Por outro lado, nos cultivos

realizados MCA4 indicou a presenca de &cido salicilico e o acido indolacético nos



49

cultivos superiores a 24 horas. O grafico 02 apresenta o resultado da andlise
cromatografica do sobrenadante dos cultivos de A. brasilense Ab-V5 no meio de
cultivo MCAA4.

Gréafico 02- Andlise cromatogréfica direcionada para identificagdo de fitorménios no
sobrenadante de cultivos A. brasilense (Ab-V5) realizados em meio MCA4 sob

diferentes tempos de incubacéo.
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Os resultados da andlise por LC-MS demonstram a presenca de
acido indolacético e acido salicilico no sobrenadante dos cultivos realizados em meio
MCA4 a partir de 24 horas de crescimento, coincidindo com o fim da fase de
crescimento exponencial do microrganismo, como demonstrado na tabela 09. Além
disso, é possivel verificar que a concentracdo dos fitormonios identificados
aumentou ao longo do tempo de cultivo, com maiores valores observados para as
avaliacOes realizadas em cultivos de 72 h. também foi realizada a prospeccao dos
fitormbnios AJ, ABA, AS, E AIA em meios de cultivo ndo inoculados e mantidos sob
a mesma agitacdo orbital e temperatura aplicada aos meios MCA4 e OAB
inoculados A. brasilense Ab-V5, para certificar sua origem como fruto do
metabolismo celular. Nenhum dos fitormonios foi identificado no meio de cultivo OAB

nao inoculado, em nenhum dos tempos de incubacao. Por outro lado, foi detectada a
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presenca de acido salicilico no meio MCA4 néo inoculado e incubado por 72 h sob
as mesmas condi¢cbes aplicadas aos meios inoculados, com quantidade similar a
observada nos sobrenadantes de cultivos de 72 h em meio MCA4. Este resultado
pode indicar a contaminacdo dos cultivos, evento descartado se considerado o
aspecto visual dos meios de cultivo MCA4 nao inoculados ap6s 72 h de incubagéo
(auséncia de turbidez, auséncia de precipitados, auséncia de biofilme). Outra
possibilidade é a transformacdo quimica de componentes nutricionais submetidos a
agitacao orbital (aeracéo, portanto pressédo oxidativa) sob temperatura constante. A
conversdo quimica de fenodis em acido salicilico € explorada pela indastria
farmacéutica (LIJIMA, YAMAGUCHI, 2008), e este fendbmeno pode ter ocorrido
espontaneamente no meio de cultivo MCA4 apo6s um periodo longo de incubacao,
onde os aminoacidos como a tirosina ou outros fenois presentes no extrato de
levedura poderiam ser os precursores. Uma nova analise das amostras de meio
MCA4 néo inoculadas sera conduzida para confirmar a presenca de AS.

Outro fitormonio identificado em cultivos de A. brasilense Ab-V5
realizados em meio MCA4 corresponde ao acido indolacético, onde provavelmente o
aminoécido triptofano foi utilizado como percussor. Embora nenhum dos meios de
cultivo tenha incluido triptofano como constituinte, este aminoacido esta presente
nas proteinas do extrato de levedura, um composto utilizado na formulacdo de
ambos 0s meios de cultivo testado, embora em proporcdo muito maior no meio
MCA4 (500 vezes). O extrato de levedura é um composto rico em vitaminas,
especialmente complexo B, aminoacidos e outros fatores de crescimento celular, e
sua concentracdo no meio OAB pode ter sido insuficiente para ativar a biossintese
de AIA por A. brasilense. Bactérias de diferentes grupos filogenéticos possuem a
capacidade de biossintese de AIA, que se constitui um composto do metabolismo
secundario destes microrganismos (OLENSKA et al., 2020). Pelo menos quatro vias
metabdlicas para a biossintese de auxina foram propostas e descritas para o género
para bactéria Azospirillum, sendo trés vias dependentes do aminoacido triptofano
(via do indol-3-piruvato - IPyA, via da indol-3-acetamida - IAM e, via da triptamina -
TAM) além de uma via independente do triptofano (PRINSEN et al., 1993; LOPEZ et
al., 2000). A via do indol-3-piruvato & prevalente, sendo a enzima indol-3-piruvato
descarboxilase (codificada pelo gene ipdc) a principal desta via. A figura abaixo
mostra uma visao geral das rotas de biossintese de AIA propostas para o0 género

Azospirillum .
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Figura 03- Visdo geral das rotas de biossintese de &cido-3-indol acético (AlA)
propostas para bactérias do género Azospirillum sp.
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Autores como RIVERA et al. (2018) e Zakharova et al (1999)
avaliaram o metabolismo global do AIA, em diferentes estirpes de A. brasilense
cultivadas em meio de cultura suplementado com o amino&cido triptofano, e
afirmaram que a suplementagcdo com este aminoacido aumentou a producéo de AlA.
Khawas, Adachi (1999) investigaram a producao de auxina por bactérias da espécie
Azospirillum brasilense e Klebsiella sp em meio de cultivo com triptofano, verificando
a producéo de grandes quantidades de AIA. Embora os meios de cultivo utilizados
neste trabalho ndo tenham sido suplementados com triptofano, a presenca de AIA
nos cultivos realizados em meio MCA4 sugere que a elevada concentragdo de
extrato de levedura utilizada nesta formulacdo pode ter provido o precursor para a

biossintese de AlA por A. brasilense.

5.3 PERFIL METABOLOMICO DE A. BRASILENSE EM DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO: ANALISE
POR GC-MS.

Os metabodlitos contidos no sobrenadante de cultivos de A.
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brasilense nos meios MCA4 e OAB, em diferentes tempos de crescimento, estao
sendo analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) néo direcionadas. Até o momento, foi determinado o conjunto de sinais
(picos cromatograficos) relevantes para as diferentes condicdes de crescimento
(meios MCA4 e OAB) e tempos de cultivo, como apresentado no grafico 03. E
possivel verificar que a quantidade de picos detectaveis nos extratos de meio MCA4
€ superior em relacdo a identificada no meio de cultura OAB. Estdo sendo
conduzidas analises para identificacdo dos compostos selecionados, com 0 objetivo
de elucidar melhor as relacdes entre o desenvolvimento celular, status nutricional e a

fisiologia bacteriana.

Gréafico 03- Analise quantitativa de sinais cromatograficos (picos detectaveis) no
sobrenadante de cultivo de A. brasilense AB-V5 em diferentes meios de cultura

(MCA4 e OAB) e tempos de crescimento.

60
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Fonte: O préprio autor.

5.4 ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO COM PLANTAS DE MILHO

O gréfico 04 mostra os resultados do ensaio de inoculagdo com A.

brasilense Ab-V5 conduzido em casa de vegetacdo, onde foram adicionados
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extratos com metabolitos coletados no sobrenadante de cultivo deste microrganismo
em meio MCA4 sob diferentes estadios fisioldégicos. Os resultados obtidos
demostraram que as sementes tratadas com extrato de cultivos em MCA4 com 12 e
36 horas de cultivo ndo resultaram incrementos na biomassa das plantas em
comparacdo com o tratamento de referencia (controle), a adicdo de ELC obtido de
cultivos de A. brasilense Ab-V5 apds 72 horas de crescimento resultou em
incrementos na biomassa das plantas de milho. E importante ressaltar que os ELC
obtidos apds 72 h de cultivo proporcionaram a selecdo de 57 sinais cromatograficos
relevantes, um valor 140% superior ao identificado no ELC de 24 h de cultivo, e mais
de 500% superior ao observado no ELC de 36 h. De maneira interessante, a analise
direcionada para AIA e AS sugere gue estes compostos nao foram determinantes
para os resultados observados, uma vez que as respectivas analises indicam que
estes compostos ndo apresentaram grande variagdo quantitativa nos ELC obtidos de
cultivos de 36 ou 72 h.

Gréfico 04- Biomassa de plantas de milho cultivado sem extratos de metabdlitos ndo
esterilizado e adicionado de extratos de metabdlitos produzidos por A. brasilense Ab-
V5 obtidos a partir de diferentes tempos de cultivo em meio MCA4. Os resultados
representam a média (n=10) da biomassa de plantas de milho (Zea mays) por 35

dias em casa de vegetacao.

Peso Seco (gramas)

Controle MCA4 12h MCA4 36h MCA4 60 h

Grafico contem erro padréo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A composi¢ao nutricional do meio de cultivo utilizado para o
crescimento de BPCV, como A. brasilense Ab-V5, apresentou grande influéncia na
cinética de crescimento e no metabolismo bacteriano. O meio de cultivo MCA4, com
maiores concentracdes de nutrientes, foi capaz de promover maiores populacdes
bacterianas e um menor decaimento destas popula¢bes apds o alcance da fase
estacionaria de crescimento. Foram identificados os fitorménios acido-3-indol-acético
(AlA) e o 4cido salicilico (AS) no sobrenadante de cultivos de A. brasilense Ab-V5
em meio MCA4 apos 24 h de cultivo, e sua auséncia em cultivos conduzidos no meio
OAB. A analise metabolémica prelimiar possibilitou observar uma maior diversidade
de compostos no sobrenadante de cultivos de A. brasilense em meio MCA4 em
comparacao a cultivos em meio OAB. A adicdo do sobrenadante de cultivo de A.
brasilense em meio MCA4 permitiu verificar que existem compostos promotores do
crescimento do milho em concentracdo suficiente para induzir aumentos na
biomassa da planta ap6s 60 h cultivo. Em conjunto, os resultados permitem
confirmar a importancia das condicdes de cultivo de BPCV para qualidade e
quantidade de metabdlitos produzidos pelo microrganismo, bem como a
possibilidade de melhoria do desenvolvimento de plantas pela adicdo de metabdlitos

microbianos em uma resposta dose-dependente.
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