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RESUMO

Azospirillum brasilense é uma bactéria promotora de crescimento vegetal
(BPCV) atualmente utilizada como inoculante em diversas culturas. Uma
vez que a condi¢do essencial para que ocorra o estimulo efetivo do
crescimento vegetal por BPCV é a sua capacidade de sobreviver na
rizosfera, sdo necessarios métodos analiticos precisos para identificar e
monitorar as células viaveis presentes em formulagfes de inoculantes ou
nas plantas. O objetivo deste estudo foi desenvolver um ensaio de reago
em cadeia da polimerase (qPCR) associado ao corante monoazida de
propidio (PMA) para avaliar a viabilidade celular de A. brasilense cepa
FP2 em inoculantes e em raizes de milho. A. brasilense foi cultivado em
meio de cultura especifico submetido a tratamento térmico a 50°C de zero
a 240 min. Raizes de milho foram cultivadas in vitro e colhidas sete dias
apos a inoculagdo (DAI). A quantificacdo de A. brasilense foi realizada
por gPCR, PMA-gPCR e contagem de coldnias em placa. A qPCR foi
realizada utilizando iniciadores especificos para a cepa AzoR2.1. As
eficiéncias das curvas padrdo variaram de 85% a 99%. Os limites de
deteccdo (LOD) foram 102 copias do genoma e 10* UFC / g de raiz fresca.
Os resultados obtidos usando PMA-gPCR e contagem em placa apds
tratamento térmico foram semelhantes (de 107 a 10?2 e 107 a 10° UFC/mL)
e a diminuicdo das UFC de A. brasilense foram observadas de acordo
com o0 aumento do tempo de aquecimento. Enquanto isso, os resultados
obtidos por qPCR permaneceram constantes (de 102 a 108 UFC/mL). Os
resultados de enumeracdo obtidos para de raizes de milho por gPCR (~ 8
log UFC/g) foram maiores que os obtidos por PMA-gPCR (~ 5 ou 6 log
UFC/g) e contagem em placa (~ 5 ou 6 log UFC/qg) . Estes resultados
mostraram que o ensaio PMA-gPCR foi eficiente na quantificagdo de
células vidveis de inoculantes e quando comparado com métodos
dependentes de cultura, a combinacdo de PMA-qPCR forneceu resultados
confiaveis de maneira rapida e precisa.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal,
Azospirillum brasilense; inoculante; PCR quantitativa; Monoazida de
propideo; PMA-gPCR.






ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a plant growth promoting bacteria (PGPB)
being already used as inoculant in diverse crop plants. Since essential
condition for effective phytoestimulation is PGPB capacity to survive in
the rhizosphere, accurate analytical methods are required to identify and
monitor viable cells in inoculant formulations or in planta. The aim of
this study was to develop a quantitative polymerase chain reaction
(gPCR) assay associated to propidium monoazide dye (PMA) in order to
evaluate the cells viability of A. brasilense strain FP2 in inoculant and in
maize roots. A. brasilense was grown in specific culture medium and
exposed to 50°C heating treatment from zero up to 240 min. Maize roots
were grown in vitro and harvested 7 days after inoculation (DAI). A.
brasilense quantification was performed by gPCR, PMA-gPCR, and plate
counting. gPCR was performed using AzoR2.1 strain-specific primers.
Standard curves efficiency values ranged from 85% to 99%. The limits of
detection (LOD) were 102 genome copies and 10* CFU/g of fresh root.
Results of PMA-gPCR and plate counting after heat treatment were
similar, decreasing of A. brasilense CFU was observed in accordance with
the increase of the heating time, ranging from 107 to 102 and 107 to 10°
UFC/mL, respectively. Meanwhile, gPCR results remained constant. A.
brasilense enumeration obtained in maize roots by gPCR (~ 8 log CFU/q)
where higher than enumeration by PMA-gPCR (~ 5 or 6 log CFU/g) and
by plate counting (~ 5 or 6 log CFU/g). These results showed that the
PMA-gPCR assay was efficient in quantifying inoculant viable cells and
compared to culture-dependent methods, PMA-gPCR combination
provides reliable results in a quickly and accurately way.

Keywords: Plant growth promoting bacteria; Azospirillum brasilense;
Inoculant; Quantitative PCR; Propidium monoazide; PMA-gPCR.
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INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) representa uma das maiores
cadeias produtivas de grdos no mundo devido a alta produtividade e
elevado valor nutricional. O Brasil é o terceiro maior produtor do cereal,
sendo responsavel por aproximadamente 7% da producdo mundial,
ficando atrés dos Estados Unidos e China (USDA, 2016). Atualmente a
manutencdo de uma alta produtividade agricola baseia-se no uso de
insumos e defensivos quimicos, trazendo consigo alto custo ambiental
como o esgotamento e contaminacdo de solos (DUNGAIT et al., 2012;
MARKS et al., 2013).

Uma estratégia para manter a produtividade e diminuir a
utilizacdo de insumos quimicos é explorar 0 uso de microrganismos
benéficos em sistemas agricolas (ANDREWS et al., 2011). Bactérias
promotoras de crescimento vegetal sdo comprovadamente vantajosas
para melhorar o desenvolvimento de plantas além de auxiliar na fixacéo
bioldgica de nitrogénio, proporcionando a adogdo de préaticas agricolas
mais sustentaveis (MIRANSARI, 2011; ZAMIOUDIS et al., 2013).

Diferentes géneros de bactérias diazotréficas tém sido estudadas
devido sua capacidade de estabelecer associagBes com gramineas de
grande interesse econdmico, como o milho (CHUBATSU et al., 2012).
Entre estes, o género Azospirillum destaca-se, pois além de atuar na
fixacdo de nitrogénio, promove a sintese de fitormonios (MONTANEZ et
al., 2012), crescimento de raizes, produgdo de siderdéforos, tolerancia
vegetal a estresses abioticos, antagonismo a organismos fitopatogénicos
e inducédo de resisténcia sistémica contra doencas (VAN LOON, 2007,
VARGAS et al., 2012; ARRUDA et al., 2013; LIU et al., 2013).

Um dos pré-requisitos para que ocorra um estimulo efetivo do
crescimento exercido por estas bactérias € a sobrevivéncia do indculo
(usado como biofertilizante) na planta em ndmero suficiente para
estabelecer uma colonizacdo satisfatdria. A viabilidade dos inoculantes
pode ser afetada antes, durante e apds sua aplicagdo em resposta a fatores
bidticos e abidticos, sendo assim dependente das condi¢des ambientais
(ARORA et al., 2010).

Entre as diversas metodologias existentes para monitoramento de
populagBes bacterianas, destaca-se a utilizacdo de ferramentas
moleculares baseadas na amplificacdo de DNA. Estas sdo técnicas
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analiticas réapidas e acuradas que permitem a identificacéo,
monitoramento efetivo e enumeracdo de células em plantas colonizadas
(COUILLEROT et al., 2010). A PCR quantitativa (QPCR) tem sido uma
das técnicas mais utilizadas para quantificagdo de populagcdes da
rizosfera, pois proporciona alta especificidade, sensibilidade e velocidade
(SORENSEN et al., 2009). Entretanto, a g°PCR pode superestimar o
ntmero de células vidveis ou apresentar resultados falso-positivos, visto
gue esta ndo é capaz de diferenciar células viaveis e inviaveis (NOCKER
& CAMPER, 2009).

Uma alternativa promissora para resolver este problema, é o pré-
tratamento das células com corantes intercalantes de DNA, como a
monoazida de propidio (PMA) e monoazida de etidio (EMA). Estes
corantes sdo capazes de intercalar-se na fita dupla de DNA de células com
membranas celulares injuriadas, tornando o DNA insolivel e
impossibilitando a amplificacdo do fragmento durante a gPCR (NOGVA
etal., 2003; NOCKER & CAMPER, 2006). Porém, esta abordagem ainda
precisa ser avaliada para diferentes cepas bacterianas e matrizes
utilizadas.

Dessa forma, este trabalho teve como principal objetivo o
desenvolvimento de um ensaio de avaliagdo da viabilidade de
Azospirillum brasilense em meio de cultivo e em raizes de milho,
utilizando a metodologia de PMA-gPCR, de modo a facilitar o
monitoramento da bactéria durante a interagdo e estudar a sua
sobrevivéncia, esperando contribuir para o desenvolvimento de
inoculantes mais eficientes.
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5 CAPITULO 1
1. REVISAO DE LITERATURA

11 A CULTURA DO MILHO E O USO DE FERTILIZANTES

O milho (Zea mays L.) é uma monocotiled6nea pertencente a
familia Poacea, originaria da América Central que foi domesticada ha
aproximadamente 8.000 anos, a partir do teosinto (Zea mays subsp.
Parviglumis), uma graminea selvagem nativa dos planaltos mexicanos
(MATSUOKA et al., 2002). Assim como o arroz e o trigo, 0 milho esta
entre 0s cereais mais importantes e cultivados em todo mundo, tendo
grande contribuicdo para alimentagdo humana e animal. A importancia
socioecondmica do milho esta relacionada ao seu potencial produtivo,
além da composicao quimica e nutricional que proporciona uma excelente
fonte energética (RANUM et al., 2014).

A grande adaptabilidade desta cultura permite seu cultivo desde
0 Equador até o limite de terras temperadas, em diversas altitudes, em
climas tropicais, subtropicais e temperados (BARROS & CALADO,
2014). O milho é uma cultura com alta variabilidade genética, devido ao
seu sistema de polinizagdo cruzada, atribuindo a planta um elevado nivel
de diversidade genotipica (PECHANOVA et al., 2013). A partir do
melhoramento vegetal, o rendimento da cultura foi elevado em média oito
vezes, por meio da obtencdo de novas cultivares e da exploracdo do vigor
hibrido, que pode elevar o rendimento de 15 a 60%, dependendo da
linhagem utilizada (WENDE et al., 2013; ZHANG et al., 2013).

Comercialmente, existem diversas variedades de hibridos
disponiveis no mercado, indicados para sistemas de producdo que
utilizam alta tecnologia, sendo estes obtidos por cruzamento simples
(entre duas linhagens puras), triplos (entre uma linha pura e um hibrido
simples) ou duplos (entre dois hibridos simples). Por outro lado, as
variedades recomendadas para plantios menos tecnificados sdo as obtidas
por polinizacéo natural através da selecdo de grupos com caracteristicas
desejaveis com caracteristicas genéticas comuns (CRUZ et al., 2010).

No cenério mundial o milho destaca-se por ser o grdo mais
produzido e consumido, sendo a expectativa de consumo em 2018/2019
um recorde do cereal, da ordem de 1,11 bilhdes de toneladas, com
produgdo prevista para a safra de 1,07 bilhdes de toneladas (USDA,2018).
O Brasil ocupa o 3° lugar no ranking mundial de producéo desse gréo,
atras apenas dos Estados Unidos e China (Figura 1) (FAO, 2018). Foram



22

totalizados no pais, na safra de 2017/2018, 80 milhGes de toneladas do
gréo de milho, produzidas em 16,63 milhdes de hectares, alcangando uma
produtividade média de 4.857 kg ha'l (CONAB,2018). A producéo
prevista para safra 2018/2019 no pais é de 94,5 milhGes de toneladas,
estando 15,2% acima do estimado para a Ultima safra 2017/2018 (USDA,
2018). Entre as principais regides produtoras do grdo no pais estdo a
regido Sul, com 25% e a regido Centro-Oeste com 51% da producédo
nacional. A regido sul se destaca pela maior demanda brasileira de milho
para a criacdo de aves e suinos e para producdo de leite. A mesorregido
Oeste Catarinense, principal produtora de milho do estado de Santa
Catarina, juntamente com o Sudoeste do Parana e Noroeste do Rio Grande
do Sul, conforma a regido que mais concentra agricultura familiar nas
producbes de milho do Sul do Brasii (WORDELL FILHO &
CHIARADIA, 2016).

400
320
240

160

Milhoes de toneladas

80

2014 2015 2016 2017 2018

Estimativa Previsio

B Eua China Brasil [ Europa

Figura 1 - Maiores produtores mundiais de milho segundo a FAO. Fonte:
Adaptado de FAO (2018).

De acordo com as projecdes feitas pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) até 2022 o grao de milho para
alimentacdo animal serd o mais negociado nos mercados internacionais,
representando 80% do comércio mundial (USDA, 2014). A alta demanda
comercial desta cultura exige produtividade agricola cada vez mais
elevada, 0 que ocasionou em consequéncia 0 uso massivo de insumos e
defensivos quimicos. Fertilizantes quimicos, principalmente os
nitrogenados, sdo aplicados no solo para melhorar o rendimento de
culturas com grande importancia econémica. De acordo com a
Associagdo Internacional de Fertilizantes (IFA, 2018), em 2017/2018,
aproximadamente 187 milhGes de toneladas de fertilizantes foram
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utilizados mundialmente, sendo que no Brasil, em 2016, a aplica¢do de
fertilizantes alcancou valores da ordem de 186 kg ha™ de terra aravel
(WDI, 2016). Considerando uma taxa de crescimento de 1,9% ao ano, a
estimativa é de que no final de 2020 tenham sido utilizadas 201 milhdes
de toneladas (FAO, 2017).

Entre os fertilizantes aplicados no solo para suprir a demanda das plantas e
melhorar o rendimento de grdos das culturas, destaca-se o uso de fertilizantes
nitrogenados, uma vez que o nitrogénio é considerado o nutriente mais limitante para o
rendimento final de cultivos (GRANT et al., 2012). A aplicagéo de fontes de nitrogénio

representa cerca de 40% do custo total de produgdo da cultura do milho. Entretanto,
uma grande parte dos compostos nitrogenados ndo sdo diretamente
absorvidos pelas plantas, resultando em altas perdas do fertilizante
aplicado (GUPTA et al., 2015; MAHANTY et al., 2017) e ocasionando
diversos problemas ambientais, como contaminacdo de A&guas
subterraneas e superficiais, a eutrofizacao de ecossistemas aquaticos além
de contribuir com a emissao de gases de efeito estufa (CHIEN etal., 2011,
DUNGAIT et al., 2012; MARKS et al., 2013).

Neste contexto, é inevitavelmente necessario reavaliar as
abordagens agricolas existentes que incluem a utilizacéo de fertilizantes
guimicos, buscando minimizar os impactos negativos no meio ambiente.
Uma alternativa eficiente para reduzir a quantidade de fertilizantes
qguimicos é a utilizacdo de inoculantes formulados a partir de
microrganismos benéficos associativos. Estes microrganismos sdo
capazes de colonizar a rizosfera ou o interior das plantas, promovendo
crescimento e aumentando a oferta de nutrientes para a planta simbidntica
(BARDI & MALUSAA, 2012; MALUSA & VASSILEV, 2014). Os
inoculantes sdo rentaveis e ecologicamente corretos, seu uso prolongado
aumenta a quantidade de bactérias associativas livres no solo,
proporcionando a adogdo de praticas agricolas mais sustentaveis sem
afetar a produtividade (MAHDI et al., 2010).

12  BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
VEGETAL (BPCV)

Entre os diversos microrganismos utilizados nas formulagdes de
inoculantes, encontram-se as Bactérias Promotoras de Crescimento
Vegetal (BPCV), um grupo heterogéneo de bactérias benéficas de vida
livre, comprovadamente vantajosas para a melhora do crescimento e
desenvolvimento de plantas de interesse econdmico (ZAMIOUDIS et al.,
2013). Existem diversos mecanismos pelos quais as BPCV estimulam o
crescimento da planta: diretamente, pelo aumento da disponibilidade de
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nutrientes por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico,
solubilizacdo de fosfatos e outros minerais, producéo de sider6foros ou
pela modulacdo dos niveis hormonais, estimulando a producdo de
auxinas, giberilinas, citocininas e etileno. Indiretamente, as BPCV podem
agir como antagonistas a fitopatégenos como fungos, virus e nematoides,
como agentes biocontroladores de doencas, induzindo resisténcia
sistémica da planta contra doencas, além de promover a tolerancia e
resisténcia vegetal a diferentes estresses abioticos (VESSEY, 2003; VAN
LOON, 2007; YANG et al., 2009; VARGAS et al., 2012; ARRUDA et
al., 2013; LIU et al., 2013).

Em geral, acredita-se que a influéncia das BPCV sobre o
desenvolvimento e crescimento vegetal se d& por meio das combinagdes
destes mecanismos, uma vez que cada tipo promove um efeito diferente
na planta (Tabela 1) (DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN & DE-
BASHAN, 2005; HUNGRIA et al., 2010). Estes microrganismos sdo
considerados como aditivos para fertilizantes quimicos, com objetivo de
melhorar o rendimento de culturas e desenvolver sistemas agricolas de
produgdo mais sustentiveis (HAYAT et al., 2010). Diversos géneros de
BPCV sdo descritos na literatura cientifica como potenciais inoculantes,
destacam-se alguns como Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Glucanocetobacter,
Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium e Serratia
(MONTEIRO et al., 2012).

Embora as gramineas geralmente ndo formem associaches
simbioticas naturalmente com fixadores de nitrogénio, elas formam
relacBes associativas ou endofiticas com bactérias de vida livre no solo,
como Azospirillum spp., 0 que garante a obtengdo do nitrogénio
atmosférico via fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (SANTI et al.,
2013). O aumento no rendimento tem sido relatado quando estas estdo
associadas com BPCV, especialmente as do género Azospirillum, que se
destacam por apresentar associagdo mais frequente com gramineas de
importancia agricola e econémica, como milho, arroz e trigo (BALDANI
& BALDANI, 2005).
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Tabela 1 - Mecanismos empregados por BPCV e seus principais efeitos na planta

Mecanismo Efeito no Exemplos de géneros de
Crescimento da BPCV
Planta
Fixacgdo de nitrogénio Aumenta quantidade Azospirillum,
de nitrogénio e Acetobacter,
biomassa Azotobacter,

Produgdo de
fitormonios

Aumenta ramificacéo
e comprimento da
raiz, parte aérea e da
biomassa.

Herbaspirillum,

Burkholderia, Rhizobium

Azospirillum,
Herbaspirillum,
Agrobacterium,
Bradyrhizobium,

Rhizobium,
Pseudomonas, Bacillus

Solubilizacéo de
fosfatos

Aumenta quantidade
de fosforo e biomassa

Azospirillum,
Herbaspirillum,
Agrobacterium,

Azotobacter,

Burkholderia,

Enterobacter,

Rhizobium, Baccilus

Aumenta
sobrevivéncia de
mudas e biomassa.

Inducdo de resisténcia a
doencas

Azospirillum,
Herbaspirillum,
Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia

Fonte: Adaptado de BASHAN & DE-BASHAN (2005); BASTIAN et al. (1998) e
ARKHIPOVA et al. (2007).

1.2.1 O Género Azospirillum

O género Azospirillum engloba espécies de a-proteobactérias de
vida livre no solo que habitam quase todos os ambientes terrestres
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987; HUERGO et al., 2008). A espécie
Spirillum lipoferum foi descrita pela primeira vez por Beijerinck e, em
1978, foi proposta sua reclassificagdo como Azospirillum, juntamente
com a descrigdo de duas espécies, Azospirillum lipoferum e Azospirillum
brasilense (TARRAND et al., 1978). Estas bactérias ganharam destaque
mundial com a descoberta da sua capacidade de fixacdo biol6gica do
nitrogénio quando associadas com gramineas (DOBEREINER & DAY,
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1976). Sabe-se que Azospirillum spp. ja foi encontrado em quase todos 0s
lugares do planeta (HUNGRIA et al., 2010; MEHNAZ et al., 2015), sendo
gue existem pelo menos 19 espécies descritas até o momento (Tabela 2).

Tabela 2 - Espécies descritas do género Azospirillum

Espécie Referéncia
A. lipoferum Tarrand 1978
A. brasilense Tarrand 1978
A. halopraeferens Reinhold 1987
A. largomobile Sly 1999
A doebereinerae Eckert 2001
A oryzae Xie and Yokota 2005
A canadense Xie and Yokota 2005
A. melinis Peng 2006
A zeae Mehnaz, Weselowski 2007
A. rugosum Young 2008
A palatum Zhou 2009
A picis Lin 2009
A. thiophilum Lavrinenko 2010
A. formosense Lin 2012
A humicireducens Zhou 2012
A fermentarium Lin 2013
A hymalaiense Tyagi & Singh 2014
A soli Lin 2015
A agricola Lin 2016

Fonte: Adaptado de (CASSAN et al., 2015) e NCBI Taxonomy database (2019).

As bactérias deste género sdo Gram-negativas, caracterizadas
pelo formato de bastonetes, uniflageladas, com movimentos vibrdide
caracteristico e padrdo flagelar misto (HALL & KRIEG, 1984)
apresentando diametro de 1 micrémetro (um) e o comprimento de 2,1 a
3,8 um (PRIMAVESI et al., 2005). Estas bactérias sdo chamadas de
rizosféricas, porém possuem capacidade de infectar e colonizar tanto o
interior das raizes quanto a rizosfera das plantas, dependendo da linhagem
e espécie (BALDANI et al., 1997). Além disso, provavelmente possuem
uma vantagem seletiva importante em relago a outros microrganismos
darizosfera, uma vez que suas células exibem uma alta motilidade aliada
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a quimiotaxia positiva com acidos organicos, agucares, aminoécidos e
componentes aromaticos, bem como exsudatos da raiz (ZHULIN et al.,
1988).

Azospirillum spp. sdo conhecidas como bactérias habitantes da
rizosfera, porém, existem diferencas especificas entre linhagens e
espécies do género na forma de colonizacdo das raizes. A maioria das
espécies coloniza principalmente a superficie de raizes, enquanto algumas
linhagens de certas espécies sdo capazes de infectar os tecidos internos
das plantas. Foi observado que linhagens de A. lipoferum e de A.
brasilense sdo capazes de colonizar o interior das raizes de trigo, enquanto
a maioria das linhagens coloniza principalmente a zona de elongagéo e
pelos radiculares (BASHAN et al., 2004).

1.2.2 Mecanismos de Fixacdo, Colonizacdo e Promocdo de
Crescimento Vegetal por Azospirillum spp.

As bactérias do género Azospirillum sdo conhecidas por sua
habilidade de colonizar raizes de plantas, especialmente gramineas. As
espécies de Azospirillum apresentam quimiotaxia para diversos exsudatos
secretados pelas raizes destas plantas, como aminoacidos, Aacido
organicos, aglicares e compostos aromaticos (OKON et al., 1980;
RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2007). A quimiotaxia é uma fungo
caracteristica de bactérias presentes no solo, proporcionando a capacidade
de migrar em direcdo aos nichos favoraveis de crescimento, sendo uma
importante ferramenta que favorece a associagdo planta-bactéria
(CARRENO-LOPEZ et al., 2009; ALEXANDRE, 2010).

A resposta quimiotatica de Azospirillum spp. representa o
primeiro estagio da colonizacéo, seguida pela etapa de fixacéo as raizes
das plantas, necessaria para formacdo de uma associacdo efetiva (Figura
2) (BELYAKOV et al, 2012; FIBACH-PALDI et al., 2012;
WISNIEWSKI-DYE et al., 2013). A fixaco de Azospirillum spp. ocorre
em duas fases distintas e consecutivas: adsorcdo e ancoragem. Na etapa
de adsor¢do, ocorre uma fraca ligacdo entre as células da raiz e a bactéria
mediadas pelo flagelo, estrutura formada por moléculas de flagelina
(RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2007). Ao mesmo tempo, Azospirillum
spp. produzem polissacarideos capsulares (CPS) que se ligam a
membrana celular externa e parecem mediar a adeséo das bactérias nas
superficies daraiz (DUTTA E PODILE, 2010). A segunda fase, chamada
de ancoragem, é mediada por exopolissacarideos (EPS) que interagem
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diretamente com componentes do envelope celular bacteriano (MORA et
al., 2008) tornando a ligacdo planta-bactéria irreversivel e forte, formando
aglomerados no local de ligagdo (WINIK et al., 2009). Apds a ligacéo das
células de Azospirillum as raizes, ocorre o “swarming”, processo de
translocacdo onde o grupo de bactérias avanca rapidamente até locais
especificos e coloniza de forma ordenada (VERSTRAETEN et al., 2008),
possibilitando a formacdo de microcolbnias e simultaneamente a
formacéo de biofilme (BOGINO et al., 2013).

Existem diversos mecanismos pelos quais as espécies deste
género podem promover o desenvolvimento das plantas associadas, entre
eles esta a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), conhecida como uma
das principais caracteristicas de varios géneros de BPCV. O género
Azospirillum apresenta diversos genes envolvidos na fixacéo, assimilacdo
e regulacdo do nitrogénio (MEHNAZ, 2015). No entanto, os estimulos
hormonais se apresentam como a principal contribuicdo de Azospirillum
spp. para o crescimento das plantas (BASHAN & DE-BASHAN, 2010).
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Figura 2 - Etapas do mecanismo de infec¢do por Azospirillum spp. Fonte:
Adaptado de GUERRERO-MOLINA (2012).

Os fitormdnios, assim como outros compostos como vitaminas,
antibidticos e enzimas, séo sintetizados por Azospirillum como forma de
compensar pelos exsudatos radiculares secretados, levando a melhor
absorcdo de agua e minerais e estimulando o crescimento das plantas
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(Figura 3) (DE-BASHAN et al., 2008; COHEN et al., 2015). Diversos
estudos relatam a capacidade de Azospirillum spp. de promover
crescimento por meio da acdo de diferentes moléculas, entre estas
destaca-se a autoproducdo de fitormdnios, principalmente auxinas,
giberilinas e citocininas, além do &xido nitrico e acido abscisico
(SPAEPEN et al., 2007; BASHAN & DE-BASHAN, 2010). Estes
fitormonios atuam como efetores e induzem a sintese destes compostos
nos tecidos vegetais ao estimular a cascata de sinalizacdo celular da planta
(CHAMAM et al., 2013; DUCA et al., 2014; COHEN et al., 2015).

O 4cido indol-3-acético (AlA) parece ser a auxina mais
importante e mais produzida por Azospirillum  (GLICK, 2014;
MEHNAZ, 2015) em todos os estagios de crescimento (MALHOTRA &
SRIVASTAVA, 2009). Alguns trabalhos evidenciam que a sintese de
fitormonios em A. brasilense depende da linhagem (DI SALVO et al.,
2014), variando a quantidade de AIA produzida entre elas. O AIA é um
fitormonio capaz de regular o ciclo da célula vegetal, assim como o
tropismo, a dominancia apical e senescéncia (MEHNAZ, 2015), além
disso é capaz de alterar a morfologia e proliferagdo de raizes e aumentar
biomassa (SPAEPEN et al., 2007). O AlA também afeta a fotossintese, a
biossintese de metabdlitos e outros fitormdnios como citocininas e
giberelinas (ILYAS & BANO, 2010; MEHNAZ, 2015).
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Figura 3 - Os efeitos positivos de Azospirillum spp. em raizes de dramineas. Fonte:
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Azospirillum spp. também produzem citocininas, fitorménios
responsaveis por controlar mecanismos de crescimento vegetal, como a
divisdo celular, diferenciacdo de coloroplastos, senescéncia foliar e
sinalizacdo nutricional (ARKHIPOVA et al., 2007). Giberilinas (GAs) e
acido abscisico (ABA) sdo produzidos por diferentes linhagens de
Azospirillum, contribuindo para o alivio ao estresse hidrico e estimulando
0s mecanismos de defesa de plantas (COHEN et al., 2009; VACHERON
etal., 2013). As GAs sdo responsaveis pela divisdo e alongamento celular,
estimulando oposicéo ao nanismo e induzem a germinacdo de sementes.
O ABA ¢ um fitormdnio sintetizado em todas as partes da planta, sendo
produzido em resposta ao estresse ambiental (BASHAN & DE-
BASHAN, 2010).

Em seus hospedeiros Azospirillum spp. induzem a biossintese de
bacteriocinas e sider6foros, que sdo metabolitos secundarios com
atividade antimicrobiana, o que contribui para o biocontrole de
fitopatégenos (WALKER et al.,, 2011; VACHERON et al., 2013).
Considerando os efeitos positivos proporcionados durante a interagdo de
Azospirillum e plantas, a sua utilizacdo como biofertilizante representa
uma estratégia importante para a agricultura. No entanto, € importante
ressaltar que o sucesso da interacdo com esta bactéria, depende tanto da
espécie da planta quanto da linhagem, bem como das condigdes
ambientais onde esta ocorrendo a fixacao e colonizacdo (SANTI et al.,
2013).

1.2.3  Azospirillum brasilense

Entre as espécies mais estudadas do género encontra-se A.
brasilense, sendo uma das primeiras espécies a ser utilizada na produgéo
de inoculantes
comerciais no mundo. Seguindo legislacdo brasileira para inoculantes
estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), pesquisadores da Embrapa Soja (HUNGRIA, 2011),
comprovaram que cepas de A. brasilense apresentaram maior
sobrevivéncia no solo, promocao de crescimento, adaptacao a tecnologias
utilizadas na cultura do milho e trigo e incrementos de produtividade do
milho de até 30% em relacdo ao controle.

Como resultado deste e outros estudos, algumas linhagens de A.
brasilense ja sdo utilizadas na formulacdo de inoculantes para a cultura
do milho, como as cepas Ab-V5 e Ab-V6 no Brasil, cepa Az39 na
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Argentina e cepa CRT1 na Europa. Outras linhagens da espécie séo
recomendadas para utilizagdo em formulages para outras culturas de
cereais, como trigo e arroz (Tabela 3). Entre as diversas linhagens de A.
brasilense empregadas como inoculantes, a linhagem FP2, uma mutante
espontanea da linhagem Sp7, destaca-se por possuir genes de resisténcia
a antibidticos, permitindo seu fécil isolamento em meio de cultura para
uso experimental visando o estudo da interacdo de Azospirillum spp. com
diferentes gramineas (LANA et al., 2012).

Tabela 3 - Linhagens recomendadas para espécies de cereais para uso em
inoculantes comerciais no Brasil

Espécie da Planta Espécie Bacteriana Linhagem

Triticum spp. A. brasilense Ab-V1

Zea mays A. brasilense Ab-V4

Zea mays e Triticum spp. A. brasilense Ab-V5
Zea mays e Triticum spp. A. brasilense Ab-V6
Zea mays A. brasilense Ab-V7
Triticum spp. A. brasilense Ab-V8
Oryza sativa A. brasilense Ab-V5

O. sativa A. brasilense Ab-V6

Fonte: Adaptado de BRASIL (2011)

De acordo com a Associacdo Nacional de Produtores e
Importadores de Inoculantes (ANPII, 2019), o uso de inoculantes para
gramineas teve aumento gradativo nos Gltimos anos, sendo que em 2016,
foram vendidas aproximadamente 4.532 milhGes de doses. O Brasil tem
potencial para gerar economia de 30 a 50 kg ha' de fertilizantes
nitrogenados com aplicacdo de inoculantes de A. brasilense em milho
(FANCELLLI, 2010). A possibilidade real de incremento de produtividade
e reducdo do uso de fertilizantes despertou ainda mais o interesse da
indUstria e pesquisa agraria no estudo das interacdes entre Azospirillum
brasilense com diversas culturas, assim como no desenvolvimento de
inoculantes cada vez mais eficientes.

1.3 VIABILIDADE CELULAR DE INOCULANTES

Estudos de revisdo indicam que existe uma taxa de 60-70% de
sucesso no uso de Azospirillum spp. como inoculantes, com ganho de 5-
30% no cultivo de cereais de grande importancia econémica, como o
milho (OKON & LABANDERA-GONZALEZ, 1994; HUNGRIA et al.,
2010). No entanto, grandes variacdes sobre o efeito destes inoculantes
ainda sdo rotineiramente encontrados em experimentos a campo
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(HUNGRIA et al., 2010; LANA et al., 2012; TURAN et al., 2012). Em
muitos casos, 0s resultados obtidos em condigdes controladas ndo séo
facilmente transferidos para o campo, principalmente para bactérias deste
tipo, que sdo mais suscetiveis a fatores deletérios que ocorrem durante
processo de producdo e armazenamento ou aplicacdo de inoculantes
(POTTS, 1994; O’CALLAGHAN, 2016).

A presenca de um grande ndmero de células vidveis no
inoculante € um pré-requisito para que ocorra uma colonizacdo
satisfatoria na planta, e assim sejam observados efeitos de crescimento e
incremento de produtividade no campo. A viabilidade de inoculantes em
condi¢des nao-controladas pode ser afetada em diferentes niveis: antes,
durante e ap6s sua aplicacdo (BERNINGER et al., 2017). Um dos
primeiros fatores que podem afetar a viabilidade do inoculante é a
estocagem, exigindo que o produto tenha uma vida de prateleira
suficientemente longa, cuja estabilidade deve ser garantida durante o
processo de producdo, empacotamento e transporte (KHARE &
ARORA, 2011). Durante e ap6s a sua aplicacdo, o inoculante é
confrontado com diversos fatores desfavoraveis, como exposicdo a
radiacdo ultravioleta (ZOHAR-PEREZ et al., 2003); exposicdo das
sementes tratadas a fungicidas e outros aditivos quimicos (DEAKER et
al., 2011); propriedades flutuantes do solo e condicfes climéticas, como
grau de fertilidade, pH, temperatura, umidade, deficiéncias nutritivas ou
elementos toxicos; interacdo com a microbiota nativa presente no solo
pela competi¢do ou antagonismo além da limitagdo de suprimentos como
oxigénio e agua além de alta pressdo osmética (KHARE & ARORA,
2011). Devido a estes fatores limitantes, a industria esta sempre em
constante busca de novas tecnologias para o desenvolvimento de
inoculantes, incluindo formas de processamento, aplicacao e formulacbes
liquidas, o que causaram aumento no uso destes produtos no Brasil
(ALBAREDA et al., 2008).

Existe uma vasta discussdo na literatura quanto a definicdo de
viabilidade celular, sendo uma questdo muito levantada por
microbiologistas. Mais recentemente, estes conceitos foram estabelecidos
com base na avaliacdo fisiol6gica e metabdlica das células. Séo
consideradas células vidveis, aquelas que possuem suas membranas
celulares intactas além de metabolismo funcional, fundamentais para o
funcionamento de uma célula saudidvel (NEBE-VON-CARON et al.,
2000; CODONY et al., 2015).
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Em algumas condicGes de estresse ambiental, as células podem
entrar em um estado de sobrevivéncia, em que estas ndo sdo mais capazes
de formar coldnias ou manter sua reproducdo (PINTO etal., 2015). Estas
células sdo chamadas de viaveis mas ndo-cultivaveis, pois perdem a
capacidade de crescimento, mantendo a integridade da membrana celular.
Além disso, estas células podem ter mudancas na morfologia e
composicdo da membrana e na parede celular (SIGNORETTO et al.,
2002), mas ainda sdo capazes de manter o metabolismo de respiracéo,
expressdo génica e sintese de proteinas, porém em niveis reduzidos. E
importante ressaltar que esta caracteristica de ndo-culturabilidade é
reversivel, e as células voltam ao seu funcionamento normal quando o
ambiente se torna favoravel (CHIU et al., 2008). Quando as células estéo
sob condicBes de estresse, podem ainda ter a sua membrana celular
injuriada, levando a morte celular. Embora estas células inviaveis possam
manter certo nivel de atividade enzimatica residual, a integridade da
membrana e o0 metabolismo ndo sdo mantidos e mesmo sob condi¢des
favoraveis ndo tem a capacidade de recuperar o status normal (NEBE-
VON-CARON et al., 2000; CODONY et al., 2015).

A determinacdo da viabilidade celular e enumeragdo de
populacgBes microbianas pode ser determinada com base em trés aspectos
fundamentais para uma célula viva: integridade da membrana celular,
atividade metabolica e responsividade (NOCKER & CAMPER, 2009;
FITTIPALDI et al., 2012). Diversos métodos moleculares tém sido
propostos para esta finalidade, de modo que se faz necessario o
aperfeicoamento destes métodos para permitir avaliagdo da viabilidade
celular de forma rapida e precisa, a fim de contribuir para o
desenvolvimento de formulagGes mais eficientes de inoculantes.

1.4 METODOS DE ENUMERACAO DE POPULACOES
MICROBIANAS

Os métodos classicos para enumeracdo de populacOes
microbianas dependem da capacidade das células de crescer ativamente e
formar colénias visiveis em meios de cultura (XU, 2016). Estes métodos
chamados de dependentes de cultivo, foram de extrema importancia para
consolidacdo e avanco da microbiologia. Porém, sob algumas
circunstancias os métodos sédo limitados podendo subestimar o nimero de
microrganismos nas amostras, como células vidveis que perderam a
capacidade de formar colbnias, além de exigir procedimentos laboriosos
que demandam grande quantidade de tempo (KEER & BIRCH, 2003;
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MOREIRA, 2006). Por outro lado, a grande vantagem deste método em
relacdo as técnicas modernas é o fato de fornecer material microbiano
biologicamente ativo para ser usado em outras analises (AL-AWADHI
etal., 2013; XU, 2016).

Nas ultimas décadas, métodos alternativos para enumeracao de
células microbianas foram desenvolvidos, entre estes estdo 0s métodos
que se baseiam na fisiologia e integridade celular, como a citometria de
fluxo e técnicas de coloracdo fluorescente (DIAPER & EDWARDS,
1994; CARON, 1998), os que se baseiam na atividade metabdlica da
célula, como avaliacdo da respiracdo celular e aqueles baseados na
presenca de acidos nucléicos (SHERIDAN et al., 1998; DEL MAR LLEO
et al., 2000). Os métodos moleculares, embasam um grupo de métodos
chamados de independentes de cultivo e fornecem uma visdo sobre a
diversidade microbiana permitindo uma descricdo mais rapida das
comunidades microbianas (DAHLLOF et al., 2000).

Os métodos independentes de cultivo sdo baseados
principalmente na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), onde a
deteccdo e diferenciacdo dos microrganismos se da por meio da
amplificacdo de uma sequéncia especifica de DNA (COCOLIN et al.,
2013). As abordagens baseadas na PCR sdo usadas principalmente por
causa de sua alta sensibilidade, especificidade e aplicabilidade para
amostras complexas, porém, a PCR convencional é um método
gualitativo que ndo pode avaliar a quantidade de microrganismos, apenas
a deteccdo (XU, 2016). A PCR quantitativa (QPCR) é amplamente
utilizada para identificacdo, quantificacdo e andlise da diversidade
microbiana, mesmo quando estes microrganismos estdo em pequenas
proporcOes na amostra (GIRAFFA & NEVIANI, 2001; HIERRO et al.,
2006). No entanto, uma limitacdo desta técnica é a incapacidade de
distinguir células viaveis das invidveis durante a deteccdo dos
microrganismos. Com o objetivo de superar esta limitagcdo, foram
propostas novas abordagens da técnica, que consistem na utilizacdo de
corantes de viabilidade, capazes de intercalar com o DNA de células
viaveis, como pré-tratamento das amostras antes da qPCR (NOCKER &
CAMPER, 2006; GARCIA-CAYUELA et al., 2009).
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141 Enumeracdo de microrganimos por PCR quantitativa
(qPCR)

A Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica onde
ocorre a amplificacdo in vitro de sequéncias especificas de acido
nucléicos (MULLIS & FALOONA, 1987; MULLIS, 1990). A PCR
guantitativa baseia-se na PCR convencional, técnica que utiliza a enzima
DNA polimerase para amplificar fragmentos especificos de DNA a partir
de oligonucleotideos que atuam como iniciadores. A reacdo de PCR
ocorre basicamente em trés etapas: desnaturagdo da fita dupla de DNA
da amostra, pareamento dos oligonucleotideos iniciadores ao DNA
desnaturado e extensdo das cadeias de DNA a partir de cada um dos
iniciadores sob catélise da enzima DNA Polimerase, sendo que cada fase
ocorre em diferentes temperaturas (GIULIETTI et al., 2001).

A introducdo de um procedimento baseado na cinética de
fluorescéncia introduziu a quantificagdo dos produtos de PCR em “tempo
real”, permitindo o monitoramento da amplificagdo durante sua
ocorréncia (ciclo a ciclo). Desse modo, a qPCR se apresenta como uma
técnica mais sensivel, acurada e rapida que os demais métodos de
quantificacdo, resultando em informacfes tdo rapidamente quanto o
processo de amplificacdo, ndo necessitando de manipulagdes p6s-PCR
(GIULIETTI et al., 2001). A principal diferenca da qPCR em relagdo a
PCR convencional é que esta ocorre em um sistema fechado, néo
necessitando de manipulagcdes apds a amplificacdo, e € monitorada
através de um programa computacional que avalia a evolugdo da
amplificacdo a cada ciclo por meio da deteccdo de fluorescéncia dos
produtos amplificados (MACKAY et al., 2002). O monitoramento da
produgdo dos amplicons em tempo real é possivel através do uso de
marcadores fluorescentes com afinidade especifica para DNA de fita
dupla ou de sonda especificas de oligonucleotideos marcadas com
moléculas fluorescentes (GUT et al., 1999).

Entre os compostos intercalantes usados na gPCR, o mais
utilizado é 0 SYBR® Green, que se liga inespecificamente a dupla fita de
DNA, mas ndo se liga a fita simples. Quando livre na solucéo de reagéo
o fluordforo nédo é capaz de emitir fluorescéncia, mas durante a extenséo
dos iniciadores pela DNA polimerase este se liga ao DNA que esta sendo
sintetizado. O aumento da quantidade de DNA sintetizado resulta no
aumento do sinal fluorescente, que é medido ao final de cada extenséo e
observado em tempo real (MARKOULATOS et al., 2004). A falta de
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especificidade do fluor6foro permite que seja utilizado com qualquer par
de iniciadores para a amplificagdo de qualquer sequéncia alvo. No
entanto, esta falta de especificidade acaba sendo uma das principais
limitagOes do sistema de quantificagédo, devido ao risco de deteccdo de
amplificacBes ndo especificas e dimeros de iniciadores (GARCIA-
CANAS et al., 2004). Contudo, pela analise das curvas de dissociacio
térmica as caracteristicas dos produtos amplificados podem ser
diferenciadas (WEIGHARDT, 2006).

A gPCR apresenta quatro fases distintas: fase lag (background),
fase exponencial, fase linear e fase platd (Figura 4). Na fase lag existem
flutuaces correspondentes ao sinal do ruido de fundo (background), mas
ainda ndo houve amplificacdo suficiente a ponto de ser detectada a
fluorescéncia. Na fase exponencial, o sinal fluorescente &
significativamente maior que o ruido de fundo. Na fase linear, a gPCR
atingiu sua fase 6tima de amplificacdo, onde a quantidade dos produtos
de amplificacdo dobra a cada ciclo, com aumento continuo do sinal
fluorescente. Na fase platd, ocorre o fim da reacdo, quando ndo ha
aumento do nimero de produtos de amplificacéo.
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Figura 4 - Grafico de amplificagdo da qPCR com sinal fluorescente (ARn) vs. nimero
de ciclos. Cq ¢ o ciclo de quantificagdo; Threshold é o ponto da reacdo em que a
fluorescéncia ultrapassa o ruido de fundo; Fonte: Adaptado de GIULIETTI et al.
(2001).

A quantificagdo ocorre na fase linear, pois nessa fase é gerado
um actmulo de produtos amplificados e consequentemente aumento da
emissdo de fluorescéncia. O ciclo onde o sinal fluorescente emitido
ultrapassa o limiar de deteccdo de sinal permite inferir a concentragdo
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inicial do DNA alvo para cada amostra. O limiar de deteccéo é definido
dentro da fase exponencial, no ponto em que as réplicas sejam mais
coincidentes (GIULIETTI et al.; HEID et al., 1996; WONG et al., 2005).
O ciclo de quantificagdo (Cq) € o ciclo em que a curva de amplificacéo
de cada DNA alvo cruza o limiar de detec¢do do sinal. Quanto maior a
guantidade inicial do DNA alvo, mais cedo ocorre aumento significativo
da fluorescéncia e mais baixo serd o valor de Cq (ANDERSEN et al.,
2006; WEIGHARDT, 2006).

A validacdo de métodos analiticos é uma etapa importante no
desenvolvimento de um trabalho de pesquisa, pois garante a
confiabilidade dos resultados para ajudar a assegurar a integridade da
leitura cientifica, promover consisténcia entre o0s experimentos de
diferentes laboratérios e aumentar a transparéncia experimental. Os
critérios para validagdo de métodos sdo estabelecidos por 6rgédos
competentes como a ENGL (European Network of GMO Laboratories),
orgdo responsavel por regulamentar normas de praticamente todos os
laboratérios e centros de pesquisa da Unido Européia. Alguns dos
critérios estabelecidos pela ENGL séo utilizados para valida¢do da gPCR,
como os listados na tabela 4.

Tabela 4 - Critérios e defini¢des da ENGL para valida¢do de métodos moleculares
quantitativos

Critério Definicéo
Eficiéncia de E a taxa de amplificagio calculada a partir do slope da
Amplificagdo curva padrdo obtida (Cq vs. Cdpias de DNA). A eficiéncia
pode ser calculada pela equagdo E = 10¢¥9-1, A eficiéncia
ideal é igual a 100%.

Coeficientede  E o coeficiente de determinagéo de uma curva obtido por
Determinacéo anélise de regressdo linear. O valor médio deste

(Ry) coeficiente deve ser igual ou maior que 0,98.
Precisdo — E o desvio padrdo relativo dos resultados obtidos em
Repetibilidade  testes de repetibilidade. As condi¢Oes de repetibilidade
Relativa do sdo condi¢des onde os mesmos resultados dos testes séo
Desvio Padrdo  obtidos usando o mesmo método, com 0s mesmos
(RSDr) materiais de ensaio, mesmo laboratdrio, mesmo operador,

utilizando o mesmo equipamento em um curto intervalo
de tempo. A repetibilidade relativa do desvio padrdo deve
ser menor ou igual a 25% através de toda variagdo
dindmica do método.
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Limite de E a menor quantidade ou concentrag&o do analito em uma
Quantificacéo amostra que pode ser quantificado de forma confiavel,
(LOQ) com um nivel aceitavel de preciséo e exatiddo. O LOQ €

o menor valor da concentracdo alvo em que o RSDr é
menor ou igual a 25%.

Limite de E a menor quantidade ou concentrag&o do analito em uma
Deteccdo (LOD) amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada. O LOD é o menor valor da concentracdo
alvo em que todas as replicatas de reacdo foram positivas.

Fonte: Adaptado de HOUGS et al. (2017) .

A gPCR se tornou uma ferramenta de extrema importancia para
avaliacdo de DNA e RNA e diversos trabalhos foram desenvolvidos
utilizando esta metodologia para estudar as interagdes entre plantas e
microrganismos. A técnica tem possibilitado desde a identificacdo da
expressdo diferencial de genes envolvidos nos mecanismos de interacéo
até a identificacdo e quantificacéo de populacbes microbianas em diversas
matrizes (COUILLEROT et al., 2010; BRUSAMARELLO-SANTOS et
al., 2012; GALISA et al., 2012; KANG et al., 2012; VARGAS et al.,
2012; CORDEIRO et al., 2013).

Existem diversos estudos com aplicagdo de gPCR para
quantificacdo de microrganismos associados a rizosfera de plantas e em
amostras de solo, principalmente com espécies do género Rhizobium e
Pseudomonas (BOONEN et al., 2010; CIBICHAKRAVARTHY et al.,
2012; GURSKA et al., 2015; MARTINI et al., 2015). Com espécies do
género Azospirillum, existem trabalhos desenvolvidos para quantificacéo
e monitoramento da expressdo génica destas bactérias em matrizes de
milho, trigo entre outras gramineas (COUILLEROT et al., 2010;
FALEIRO etal., 2013; STETS et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

1.4.2 Enumeracao de células viaveis de microrganismos por gPCR
combinada com corantes de viabilidade

A utilizacdo de técnicas baseadas na amplificacdo de acidos
nucléicos tornou-se importante para as analises microbiol6gicas em
laboratérios de pesquisa e para diagnostico microbiolégico em industrias,
devido a versatilidade e velocidade de obtencdo dos resultados
(NOCKER & CAMPER, 2009). Os métodos baseados na quantificacdo
de DNA, apresentam uma desvantagem quando o propdsito é o
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monitoramento de células viaveis em uma amostra, uma vez que a
molécula de DNA pode permanecer integra no ambiente por longos
periodos de tempo, mesmo apds a morte celular (JOSEPHSON et al.,
1993; MASTERS et al., 1994). Assim, analises de gPCR que se baseiam
na concentragcdo de DNA da amostra, podem superestimar o nimero de
células viaveis, ou apresentar resultados falso-positivos, visto que a
técnica ndo é capaz de diferenciar células vidveis das invidveis (NOCKER
& CAMPER, 2009). A incapacidade de diferenciar a viabilidade de
células é vista como uma das maiores desvantagens da gPCR durante
analises de deteccdo e quantificacdo de microrganismos em amostras de
alimentos, ambientais e clinicas (FITTIPALDI et al., 2012).

O desenvolvimento de uma nova abordagem da técnica de qPCR
foi apresentada em 2003 por Nogva e colaboradores e refor¢cada em 2006
por Nocker & Camper, com o conceito de corantes de viabilidade como
alternativa para deteccdo de células vidveis durante a amplificacdo. A
combinacdo da g°PCR com corantes de viabilidade tem sido, desde entdo,
amplamente utilizada para monitoramento da viabilidade celular de
diversos microrganismos em diferentes matrizes (Tabela 5). Os corantes
de viabilidade, como a monoazida de propideo (PMA) e a monoazida de
etideo (EMA), sdo moléculas intercalantes de DNA capazes de penetrar
em células com membranas celulares comprometidas quando utilizados
como pré-tratamento de amostras que serdo quantificadas. Apos o
tratamento, quando as amostras sado expostas a uma fonte de luz halégena,
a molécula do corante intercala a fita dupla de DNA e forma ligacdes
covalentes (Figura 5). Esta reagdo ocorre devido & presenca de um
grupamento azida na molécula do corante, que no momento da fotélise é
convertido em um radical nitrogénio altamente reativo, capaz de reagir
com uma molécula orgénica proxima como o DNA e o0 excesso de corante
reage com moléculas de dgua. A modificacdo resultante do tratamento
com corantes de viabilidade rende uma molécula de DNA insoluvel, que
ndo é extraida durante os produtos de extracdo nem detectada durante as
reacOes de amplificagdo (NOCKER & CAMPER, 2009; FITTIPALDI et
al., 2012).
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Figura 5 - Células viaveis e invidveis tratadas com corantes de viabilidade e o
efeito causado no uso da técnica de gPCR Fonte: Adaptado de ©
Biotium.

Embora os dois corantes de viabilidade comportem-se de
maneira bem semelhantes, eles diferem a respeito da permeabilidade
através das membranas celulares. Foi relatado que o EMA apresenta
capacidade de penetrar através de membranas de células viaveis,
dependendo da espécie bacteriana (NOCKER & CAMPER, 2006;
FLEKNA et al., 2007), o que representa uma grande limitagdo na
utilizac&o deste corante. Quando comparado com 0 EMA, o corante PMA
apresentou maior especificidade na discriminacdo de células viaveis, por
ndo ser tdo permeavel e por isso tem sido amplamente utilizado na
guantificacdo de células vidveis de diversos microrganismos
(CANGELOSI & MESCHKE, 2014).

Uma desvantagem da utilizagao dos corantes de viabilidade é que
estes ndo conseguem fazer a distincdo entre células viaveis e células nao-
cultivaveis, uma vez que a distincdo da viabilidade ¢é feita com base na
integridade da membrana e células ndo-cultivaveis possuem a membrana
intacta, apesar de apresentar atividade metabdlica reduzida (ver item 1.3)
(NOCKER & CAMPER, 2009; CODONY et al., 2015).

Para desenvolver um ensaio de gPCR de viabilidade,
normalmente divide-se a amostra em estudo em dois grupos que sdo
submetidos a tratamento para obtencdo de células invidveis. Uma vez que
0s corantes de viabilidade se baseiam na integridade da membrana
celular, os tratamentos devem ser agressivos 0 bastante para provocar
danos nas células. Normalmente sdo utilizados tratamentos térmicos,
agentes quimicos e exposicdo a radiacdo ultravioleta (VONDRAKOVA
et al., 2018). Um grupo de amostras é tratado com PMA ou EMA,
enquanto 0 outro grupo nao é tratado, servindo como controle do ensaio.
Existem varios fatores que devem ser considerados na otimizacdo da
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metodologia, que podem influenciar nos resultados pela utilizacdo destes
corantes, como: a escolha do corante (PMA ou EMA) de acordo com a
espécie bacteriana estudada, a concentracdo de tratamento da amostra,
condigdes de incubacgdo, fonte de luz fornecida, presenca de células
mortas e questBes relacionada ao tipo de matriz, como salinidade,
turbidez, presenca de solidos suspensos e pH. Todos estes fatores devem
ser otimizados para melhor desempenho da metodologia ao utilizar
diferentes cepas bacterianas e diferentes matrizes avaliadas
(FITTIPALDI et al., 2012). Apo6s a otimizacdo das condicdes de
tratamento, 0s grupos de amostras sdo quantificados por gPCR, e os
resultados séo analisados comparando as diferencas no sinal da gPCR
entre os dois grupos de amostras. A contagem em placa pode também ser
utilizada como forma de controlar os resultados obtidos com o uso destes
corantes, uma vez que somente células vidveis serdo cultivaveis
(CANGELOSI & MESCHKE, 2014).

A utilizacdo destes corantes tem sido aplicada a uma vasta gama
de microrganismos, incluindo células vegetativas de bactérias em
diferentes abordagens. As principais areas de aplicagdo do método estdo
relacionadas & avaliagdo microbioldgica de matrizes alimentares,
condi¢des higiénico-sanitarias de aguas e produtos residuais, amostras
ambientais, solos e plantas. Alguns dos trabalhos mais relevantes
desenvolvidos estdo listados na Tabela 5.

Tabela 5 - Principais aplicagBes de corantes de viabilidade para
guantificacdo de células viaveis

Matriz Microrganismo Corante de Referéncia
Viabilidade
L4cteos
logurte Lactobacillus PMA (SCARIOT etal.,
paracasei 2018)
logurte Streptococcus, PMA (PORCELLATO et
Lactobacillus e al., 2015)
Lactobacoccus spp.
Queijo Lactococcus lactis spp. PMA (ERKUS etal,,
2016)
Aguas
Fonte Urbana Legionella PMA (BONETTA et al.,
pneumophila 2018)
Fonte Urbana e E. coli, Enterococcus PMA (GENSBERGER et

Rural spp. e P. aeruginosa al., 2014)
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Bacia Coliformes Totais, PMA (THULSIRAJ et al.,
Hidrografica E.coli e Enterococci 2017)
Fonte Urbana Mycobacterium, PMA (GOMEZ-

Variovax e ALVAREZ et al.,
Sphingopyxis spp. 2016)
Fonte Urbana Salmonella, E. coli PMA (LIN et al., 2016)
Fonte Urbana Mycobacterium, PMA (XING et al., 2018)
Aeromonas spp. e
P.aeruginosa
Amostras
Ambientais
Biossdlidos Coliformes Fecais e PMA (VAN
Patogenos FRANKENHUYZE
N etal., 2011)
Argila Arqueobactérias PMA (HEISE et al., 2016)
Solo Bactérias, PMA e EMA (WAGNER et al.
Arqueobactérias e 2015)
Fungos
Plantas
Alface e Tomate Salmonella PMA (YANG et al., 2013)
tyohimurium
Tomate Alternaria spp. PMA (CRESPO-
SEMPERE et al.,
2013)
Espinafre e Escherichia coli O157: PMA (ELIZAQUIVEL et
saladas mistas H7 al., 2012)
Alface e Escherichia coli O157: PMA (DINU & BACH,
Espinafre H7 2013)
Alface Escherichia coli PMA (TRUC;ﬁlg)O etal.,
Vegetais Norovirus PMA e EMA (RANDon%)O etal,
Sementes de Xanthomonas PMA (TEMPLE etal.,
Cenoura hortorum 2013)
Folhas de péra, Lactobacillus PMAeEMA  (DARANASetal.,
morango e Kiwi plantarum 2018)
Sementes de Clavibacter PMA e EMA  (HANetal, 2018)
Tomate michiganensis
Sementes de Pseudomonas syringae PMA (MENG et al., 2016)
Pepino pv. lachrymans
Cascas de Pantoea agglomerans PMA (SOTO-MUROZ et

Laranja

CPA-2

al., 2015)
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um ensaio de avaliagdo da viabilidade celular de
Azospirillum brasilense FP2 em meio de cultivo e em raizes de milho,
utilizando a metodologia de PMA-qPCR.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar condicdes para obtencdo de células inviadveis de A.
brasilense por tratamento térmico e posterior contagem em placa.

e Testar metodologia PMA-gPCR, para quantificacdo de células vidveis
de A. brasilense em culturas puras e em plantas de milho inoculadas
crescidas in vitro.

e Determinar a enumeracdo e comparar resultados obtidos por gPCR,
PMA-gPCR e contagem em placa.
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CAPITULO 2

Monitoramento da viabilidade celular da bactéria promotora de
crescimento vegetal Azospirillum brasilense FP2 em raizes de milho
crescidas in vitro usando PMA-gPCR

Autores: Elisandra Triches da Cunha, Ana Marina Pedrolo,
Franciele Paludo, Mirella Crhistine Scariot, Ana Carolina
Maisonnave Arisi.
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3. INTRODUCAO

A bactéria promotora de crescimento vegetal (BPCV)
Azospirillum brasilense é a espécie mais estudada do género Azospirillum
e se destaca pela frequente associacdo a diferentes gramineas de
importancia econémica. Também exerce influéncias benéficas sobre o
crescimento e produtividade das plantas por meio de varios mecanismos,
como a fixacdo de nitrogénio e a producdo de fitormdnios
(DOBBELAERE ET AL., 2003; BASHAN ET AL., 2004; FIBACH-
PALDI etal., 2012). A. brasilense tem sido extensivamente recomendada
para uso em inoculantes comerciais no Brasil, sendo que as formulagdes
existentes geralmente contém as cepas derivadas da SP7, como a cepa
FP2. A. brasilense mostrou promover o crescimento de plantas quando
associado a gramineas (HUNGRIA et al., 2010) . No entanto, 0 sucesso
da interacdo e do estimulo efetivo do crescimento vegetal depende, entre
outros fatores, principalmente da sobrevivéncia de cepas inoculadas na
rizosfera (BASHAN et al., 2004). A viabilidade de inoculantes pode ser
afetada antes, durante e ap6s a sua aplicacdo e depende basicamente das
condicOes ambientais que sdo fornecidas (KHARE & ARORA, 2011).

Atualmente, métodos dependentes de cultivo ou independentes
de cultivo sédo utilizados para avaliar a diversidade de bactérias associadas
as plantas cultivadas. A identificacdo de espécies de Azospirillum em
plantas inoculadas usando métodos laboriosos convencionais, envolve o
uso de meios seletivos e testes fisioldgicos (SHIME-HATTORI et al.,
2011). De fato, apenas algumas ferramentas estdo disponiveis para
monitorar efetivamente o nimero de células inoculadas na rizosfera de
maneira répida e precisa (COUILLEROT et al., 2010). Métodos
independentes de cultivo baseados em DNA tém sido empregados com
sucesso para identificar e quantificar espécies de Azospirillum nas
interacdes com gramineas (COUILLEROT et al., 2010; SHIME-
HATTORI et al., 2011; FALEIRO et al., 2013; STETS et al., 2015). No
entanto, mesmo ap6s a morte celular, a molécula de DNA pode
permanecer integra no meio ambiente. Nesse caso, o0s resultados da gPCR
provavelmente serdo superestimados, uma vez que 0 método nao permite
a discriminacdo entre as células vidveis e ndo vidveis (NOCKER &
CAMPER, 2009; FITTIPALDI et al., 2012).
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O pré-tratamento de amostras com corantes intercalantes de
acidos nucleicos, como a monoazida de propidio (PMA), foi proposto
como uma técnica prévia a ser executada antes da qPCR, para evitar
resultados falso-positivos. Este pré-tratamento permite a deteccdo
seletiva de DNA de células viaveis, incluindo as cultivaveis e néo-
cultivaveis. Essa diferenciacdo € baseada na capacidade do PMA de
penetrar em células mortas ou com membranas celulares comprometidas
e se ligar de forma covalente ao DNA, apés a exposi¢do a luz halégena.
Este DNA ligado com o PMA torna-se insoltvel e sua amplificacdo por
gPCR ¢ inibida (NOCKER & CAMPER, 2006; FITTIPALDI et al.,
2012). Uma vez que o corante é impermedvel a membrana de células
viaveis, as tensdes ambientais que afetam a viabilidade consequentemente
aumentam a permeabilidade do PMA na parede celular das bactérias
mortas (PRIBYLOVA et al., 2012).

O uso de PMA foi integrado com sucesso em ensaios de qPCR
para deteccdo de células viaveis em populaces microbianas de diferentes
matrizes (ELIZAQUIVEL et al., 2012; CRESPO-SEMPERE et al., 2013;
TEMPLE et al., 2013; GENSBERGER et al., 2014; WAGNER et al.,
2015; TRUCHADO et al., 2016; AL-DAOUD et al., 2017; SCARIOT et
al., 2018). No entanto, apesar de a PMA-qPCR ter sido sugerida como
uma abordagem promissora para avaliar a viabilidade celular e de
armazenamento de inoculantes bacterianos ndo esporulados, ainda é um
método combinado que precisa ser avaliado para diferentes cepas
bacterianas e condicGes de estresse ambiental (BERNINGER et al.,
2017).

Até onde sabemos, a aplicacdo da PMA-gPCR para enumeragéo
de células viaveis de bactérias promotoras do crescimento vegetal em
inoculantes e em plantas inoculadas ainda ndo foi avaliada. Neste
trabalho, foi desenvolvido um ensaio para avaliagdo de células viaveis de
A. brasilense FP2 em cultura pura e raizes de milho cultivadas in vitro,
usando PMA-gPCR e os resultados foram comparados a quantificacéo
obtida por gPCR e contagem em placa (Apéndice 1).

4, MATERIAL E METODOS

41 CONDIGCOES DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Azospirillum brasilense cepa FP2 (Pedrosa e Yates, 1984) foi
cultivada em meio NFOHPN (MACHADO et al., 1991) suplementado
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com 5mg / L de lactato de sédio a 30 °C sob aeragdo e agitacdo de 120
rpm até DOgoo 0,8, correspondendo a ~ 108 UFC / mL. Foram adicionados
a cultura bacteriana os antibidticos estreptomicina (SM) na concentracdo
final de 80 pg / mL e acido nalidixico (NAL) a 10 pug / mL. As cepas
bacterianas usadas na qPCR como controle negativo (Herbaspirillum
seropedicae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Escherichia
coli) foram cultivadas como previamente descrito (PEREIRA et al.,
2014). Obteve-se uma correlagdo entre a densidade 6tica (DO) medida a
600 nm utilizando o espectrofotdmetro Hitachi U2910 (Téquio, Japdo) e
0 numero unidades formadoras de coldnia (UFC) obtidas por contagem
em placa. Para as contagens em placa, foram diluidas em série
guantidades conhecidas de células em solucdo salina 0,9% e realizada
semeadura por gotejamento (drop plate) em placas com meio seletivo de
agar NFbHPN. A contagem bacteriana foi realizada ap6s plaqueamento e
incubacdo por 72h a 30 °C.

4.2 PREPARO DE AMOSTRAS SUBMETIDAS A
TRATAMENTO TERMICO

Para o ensaio de viabilidade, aliquotas de 1,5 mL de suspensao
celular retirada da fase de crescimento logaritmico médio (~ 108 UFC /
mL) foram colocadas em tubos de microcentrifuga e expostas a 50 °C em
banho-maria e retiradas a 0, 15, 30, 60, 120 e 240 min ap6s a incubagéo.
O primeiro grupo de amostras permaneceu sem tratamento (amostras ndo
tratadas com PMA), o segundo grupo foi tratado com PMA (amostras
tratadas com PMA) e o terceiro grupo foi semeado em placas contendo
meio NFbHPN. Quatro repeti¢des bioldgicas foram obtidas para cada
grupo de tratamento. O primeiro e o segundo grupo de amostras foram
submetidos a centrifugacdo (6000 x g, 4 °C , 3 min) e os precipitados
bacterianos foram lavados 3 vezes com solugdo salina 0,9% antes das
analises (Apéndice 2).

4.3 GERMINACAO, INOCULAGCAO E CRESCIMENTO IN
VITRO

O ensaio in vitro foi realizado utilizando a variedade de milho
hibrido Dow 20A55, grupo controle e inoculado com A. brasilense cepa
FP2. A superficie das sementes foram esterilizadas em cabine de
seguranca bioldgica com 3 lavagens em agua destilada autoclavada,
seguida de submersdo em etanol 70% por 3 minutos e agitacdo durante
30 min em solucdo de hipoclorito de sodio 2% e Tween 20 2,5%. Em
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seguida, as sementes foram lavadas 3 vezes com 4agua destilada
autoclavada, transferidas para placas contendo agar 0,8% e mantidas por
3 dias em cAmara de crescimento no escuro & 25 °C para germinacdo. As
plantulas pré-germinadas foram inoculadas com a cultura de A. brasilense
cepa F2 (~ 108 UFC / mL) apos diluicdo para 10" UFC / mL (1 mL por
semente) em meio lactato NFb (sem fonte de nitrogénio), durante 30 min
a 30 °C sob agitacdo constante (80 rpm) (RONCATO-MACCARI et al.,
2006). As plantulas controle foram inoculadas nas mesmas condicdes, na
auséncia da cultura bacteriana. Para o cultivo, as plantulas foram lavadas
em solucdo salina 0,9% por 1 min, colocadas em tubos de vidro contendo
meio Plant Medium (EGENER et al., 1999). Os tubos foram distribuidos
lado-a-lado em uma camara de crescimento controlada e mantidos por 7
dias a 16 horas de fotoperiodo, 25 °C e 40% de umidade. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes bioldgicas. As plantulas de milho foram coletadas
aleatoriamente sete dias ap6s a inoculagcdo (DAI). As superficies das
raizes foram tratadas com 2 min de imersdo em etanol 70% seguido de 2
min em solucéo de hipoclorito de sédio 1%. Em seguida, as raizes foram
lavadas 3 vezes em agua destilada autoclavada, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para posterior
analise.

4.4 PREPARO DE RAIZES DE MILHO PARA TRATAMENTO
COM PMA

Antes do tratamento com PMA, 100 mg de raizes de milho
crescidas in vitro foram esmagadas utilizando almofariz e pistilo, em 1mL
de solucéo salina 0,9% e transferidas para tubos de microcentrifuga. As
aliquotas foram centrifugadas (9000 x g, 10 min) e estocadas em gelo até
o0 tratamento com PMA.

45  TRATAMENTO COM PMA PARA QUANTIFICACAO DE
CELULAS VIAVEIS

PMA (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) foi dissolvido (1 mg)
em agua ultrapura de acordo com as instru¢fes do fabricante para obter
uma solugdo estoque 20 mM (armazenada a -20 °C no escuro). Os
precipitados obtidos a partir da cultura submetida a tratamento térmico e
das raizes de milho crescidas in vitro foram ressuspensos em 500 pl e
1000 pl, de &gua ultra-pura, respectivamente, e tratadas para obter uma
concentracdo final de 50 uM de PMA (GARCIA-CAYUELA et al,,
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2009). Os tubos contendo os tratamentos foram incubados por 5 min no
escuro (com agitacdo intermitente), colocados horizontalmente no gelo e
expostos a 500 W de fonte de luz de hal6gena durante 15 min. A distancia
entre 0s tubos e a fonte de luz foi de 20 cm. Posteriormente, as solucdes
foram centrifugadas (5000 g, 10 min) e os precipitados armazenados a -
80 °C até a extracdo do DNA.

46  EXTRACAO DE DNA

O DNA genbmico foi extraido de culturas bacterianas de A.
brasilense cepa FP2 utilizando Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega ™, Madison, WI, EUA) com modificagdes (FALEIRO et al.,
2013). O DNA total de raizes de milho in vitro foi extraido utilizando
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) conforme descrito
pelo fabricante com modifica¢fes (PEREIRA et al., 2014). Cada extrato
correspondeu a um pool de raizes de quatro plantas (~ 100 mg de tecido).
A concentracdo e a qualidade do DNA foram medidas em
espectrofotdmetro Thermo Scientific Nanodrop ™ 2000 (Wilmington,
DE, EUA), pela medida da absorbancia da amostra em 260 e 280 nm.

47  PCRQUANTITATIVA (gPCR)

A quantificacdo do DNA de A. brasilense cepa FP2 em amostras
de culturas submetidas ao tratamento térmico e raizes de milho crescidas
in vitro foi realizada por qPCR em ABI PRISM 7500 Detection System e
StepOnePlus ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O par de
iniciadores cepa-especifico AzoR2.1 foi usado para amplificar uma
regido ndo codificadora (STETS et al., 2015) do DNA de A. brasilense
cepa FP2. As reagdes de amplificagdo continham 12,5 pL de 2X SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uM do par de iniciadores
AzoR2.1 R/ F, &gua ultrapura e 10 ng / uL de DNA num volume final de
25 uL. As reacOes de gPCR foram realizadas em triplicata técnica sob as
condices de ciclagem: 2 min a 50 °C , 10 min a 95 °C seguido por 40
ciclosde 15s5a94°C e 1 min a 60 °C. Uma curva de dissocia¢do adicional
com aumento linear de 60 a 95 °C foi realizada automaticamente apds
cada corrida. Todas as corridas de PCR quantitativa foram analisadas
usando configuracdes automaticas do software.



52

4.8 CONSTI%UC}AO DE CURVAS PADRAO PARA
QUANTIFICACAO

4.8.1 Construcéo de curva padréo a partir da cultura pura de A.
brasilense cepa FP2

As curvas padrdo (Cq versus log n° de cdpias de DNA e Cq
versus log UFC) foram obtidas a partir de dilui¢do (10x) seriada de DNA
isolado de A. brasilense cepa FP2 em agua ultra-pura. As quantidades de
DNA nas solugdes variaram de 8,26 ng a 8,26 fg, correspondendo ao
niimero estimado de copias de DNA de 108 a 10°, calculadas com base no
tamanho do genoma de A. brasilense cepa Sp24 (Genbank
ASM23736V1) de 7,53 Mpb (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011). Para esta
estimativa, utilizou-se a seguinte férmula:

_ Tamanho do genoma de A. brasilense x 660
m= 6,023 x10°23

onde 6.023 x10°% e 660 correspondem a constante de Avogadro e a massa
molar média dos acidos nucléicos (660 Da/bp), respectivamente. Os
nimeros de UFC correspondentes as concentracfes de DNA foram
determinados pela contagem de UFC em placa, a partir das mesmas
aliquotas utilizadas no isolamento do DNA, como descrito anteriormente
(ILHA et al., 2016) com modificacdes. As eficiéncias de amplificacdo
foram determinadas conforme descrito anteriormente (FALEIRO et al.,
2013), utilizando a seguinte férmula:

E= [(10‘%) - 1] 2100

onde E é a porcentagem de eficiéncia obtida e s é o slope obtido a partir
da curva de calibracdo. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foram determinados com base no Guidelines for
verification of Analytical Methods from European Network of GMO
Laboratories (HOUGS et al., 2017).

4.8.2 Construgdo da curva padréo a partir de misturas da cultura
pura de A. brasilense cepa FP2 e raizes de milho

As curvas padrdo também foram construidas utilizando DNA
isolado de raizes de milho misturadas em dilui¢Ges seriadas da cultura de
A. brasilense cepa FP2, conforme descrito anteriormente (STETS et al.,
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2015) com as seguintes modificacdes. A superficie das sementes de
milho foi esterilizada e as plantulas foram cultivadas in vitro durante 7
dias. As raizes foram coletadas, lavadas em agua destilada autoclavada e
trituradas em nitrogénio liquido usando almofariz e pistilo. Adicionou-se
100 pL das diluic@es da culturada A. brasilense cepa FP2 (10? a 108 UFC)
4100 mg de raizes trituradas. As misturas foram incubadas durante 1 hora
a temperatura ambiente e 0 DNA foi isolado utilizando DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands). As eficiéncias de amplificacéo
foram calculadas plotando os valores Cq versus log UFC / g.

49  ENSAIO DE COLONIZAGAO DAS RAIZES

Para determinar a colonizagéo bacteriana nas raizes, as plantulas
cultivadas in vitro foram coletadas aleatoriamente 7 DAI. As raizes foram
lavadas em agua destilada autoclavada, e ~ 100 mg de raiz fresca foram
esmagadas com uso de almofariz e pistilo em 1 mL de solugdo salina
0,9%. Os homogenatos foram diluidos em série e semeados em placas
com meio seletivo de agar para determinar UFC por grama de raiz fresca
apos 48 horas de incubacéo a 30 °C (BALSANELLI et al., 2010).

4.10 DETERMINAGCAO DE UFC POR gPCR E CONTAGEM EM
PLACA

A estimativa da contagem bacteriana em UFC / mL da cultura
pura A. brasilense cepa FP2 e das raizes de milho crescidas in vitro por
gPCR foram calculadas conforme descrito anteriormente (ILHA et al.,
2016) com modificacbes (Apéndice 3). A contagem em placa da cultura
pura de A. brasilense cepa FP2 e das raizes de milho foram determinadas
pelo método de gotejamento (drop plate) em meio seletivo de agar. Os
dados foram expressos como nimero de UFC por mL (cultura) ou por
grama (peso fresco) da raiz.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica (13.3, 2017, TIBCO Software Inc.). A analise de variéncia e 0
teste de Tukey foram utilizados para determinar as diferencas
estatisticamente significativas na quantificagdo das amostras de culturas
submetidas ao tratamento térmico durante diferentes periodos de tempo
(p <0,05). A analise de regresséo foi utilizada para determinar as relagdes
entre os resultados obtidos por gPCR, PMA-gPCR e contagem em placa
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e analise de correlagdo para estimar o grau de relacionamento entre PMA-
PCR e contagem em placa, para as amostras de cultura submetida a
tratamento térmico. Os valores de inclinacdo e interceptos foram
comparados em intervalos de confianca de 95%. A normalidade e
homogeneidade dos dados do ensaio in vitro foram analisadas usando os
testes de Lilliefors e Bartlet, respectivamente e a varia¢do dos dados foi
determinada utilizando os valores de quartis.

5. RESULTADOS

51 PARAMETROS DE REACAO DE gPCR PARA
QUANTIFICACAO DE A. brasilense cepa FP2

Os parametros de reacéo de qPCR (eficiéncia, slope e coeficiente
de correlacdo) usando AzoR2.1 foram determinados com base nas curvas
padrdo obtidas do DNA isolado da cultura pura de A. brasilense cepa FP2
ou das misturas de cultura pura e raizes de milho (Figura 6).
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m] Corrida 5
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Figura 6 - Curvas padrdo (Cq versus log UFC) da qPCR de A. brasilense FP2
utilizando iniciadores AzoR2.1. Quantificagdo realizada em duas e seis
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corridas de qPCR em dias diferentes usando DNA extraido de (A) cultura
pura de A. brasilense FP2 e (B) misturas de cultura pura e raizes de milho.

Seis curvas padrdo independentes foram realizadas a partir da
cultura pura de A. brasilense cepa FP2 e duas a partir de misturas de
cultura pura e raizes de milho . A eficiéncias das curvas padrdo obtidas a
partir da cultura pura de A. brasilense cepa FP2 variaram de 85 a 99% e
a partir de misturas atingiram 85% (Tabela 6). Todas as curvas padréo
apresentaram coeficiente de correlacdo linear adequado (Rz> 0,99).

Tabela 6 - Pardmetros de gPCR obtidos das curvas padrdo para quantificagdo de
A.brasilense FP2, utilizando iniciadores Azo R2.1. O DNA foi extraido da cultura
pura de A. brasilense cepa FP2 e de misturas de cultura e raizes milho.

Corridade  Cultura pura de A. brasilense FP2 Misturas de cultura e raizes de
gPCR milho
Eficiéncia Slope R? Eficiéncia Slope R?
(%) (%)
1 99 -3,3432  0,9967 85 -3,7481  0,9951
2 93 -3,5048  0,9987 85 -3,7548  0,9967
3 92 -3,5194  0,9926
4 89 -3,6185  0,9995
5 97 -3,4021  0,9987
6 85 -3,7367  0,9987

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)
da gPCR com as amostras de cultura pura foram ambos estabelecidos
como 102 cdpias do genoma (Cq médio= 31,94), correspondendo a 826
fg de DNA. O desvio padréo da repetibilidade (% RSDr) dos valores de
Cq obtidos em dezoito reagdes de qPCR apresentou valores abaixo de
6,29 % (Tabela 7). Para a cultura pura e mistura de raizes de milho, o
LOD foi de 10* UFC / g (Cq médio = 33,59), como observado
anteriormente (Stets et al., 2015).

Tabela 7 - Repetibilidade do ensaio de qPCR AzoR2.1 usando quantidades de DNA
isoladas de A. brasilense FP2. 2 Valores sdo a média + SD (n = 18) de triplicatas de
gPCR em seis corridas independentes realizadas em diferentes dias. ® Desvio Padr&o.
¢ Desvio Padrdo de Repetibilidade.

N° de Coépias de DNA  Quantidade de DNA (ng)  Cq médio* SDP %RSDr¢

106 8,26 17,59 1,10 6,29
10° 0,826 21,27 1,04 4,88
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104 0,0826 24,79 1,09 4,39
10° 0,00826 28,26 1,35 4,77
102 0,000826 31,94 1,29 4,04

52  EFICIENCIA DO TRATAMENTO COM PMA PARA
QUANTIFICAGAO DE CELULAS VIAVEIS DE A. brasilense cepa
FP2

Com o intuito de testar a capacidade do tratamento com PMA em
suprimir a amplificacdo de DNA de células mortas, amostras contendo
108 UFC / mL de cultura pura de A. brasilense cepa FP2, foram aquecidas
a 50 °C , em diferentes periodos (zero até 240 min) para obtencdo de
diferentes proporgdes entre células viaveis e mortas por calor. Apos a
extracdo do DNA, as amostras foram quantificadas por gPCR com e sem
tratamento prévio com PMA. As corridas de gPCR foram realizadas em
dois dias diferentes. O nimero de copias de DNA de A. brasilense foi
estimado a partir dos valores de Cq (Apéndice 4) e das curvas padrao
obtidas do DNA bacteriano isolado de cultura pura (Apéndice 5) e
comparado entre as corridas de gPCR (Figura 7).
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Figura 7 - Log n° de copias de DNA de A. brasilense FP2 estimado por gPCR (a)
e PMA-gPCR (.) em duas corridas de gPCR. Culturas puras bacterianas
foram submetidas a tratamento térmico a 50 °C por diferentes periodos

de tempo. Valores correspondem a média + SD de quatro extratos de
DNA (n =4).

Em ambos os ensaios, 0 nimero de copias de DNA permaneceu
constante para as amostras ndo tratadas com PMA (gPCR), enquanto
amostras tratadas com PMA (PMA-gPCR) mostraram um nUmero
decrescente de copias de DNA durante o aumento do tempo de
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aquecimento. Amostras submetidas a zero e 15 min de aquecimento ndo
mostraram diferencas na comparacao do nimero de cdpias de DNA entre
as amostras tratadas e ndo tratadas com PMA. No entanto, de 30 até 240
min de aquecimento, as amostras tratadas com PMA (PMA-gPCR)
apresentaram valores decrescentes do nimero de cdpias do DNA de A.
brasilense cepa FP2, em comparacdo com as amostras ndo tratadas com
PMA (gPCR). Néo foram observadas amplificacbes para as amostras de
controle negativo.

5.3 QUANTIFICAGCAO DE CELULAS VIAVEIS DE A. brasilense
cepa FP2 EM CULTURA SUBMETIDA A TRATAMENTO TERMICO
E RAIZES DE MILHO CRESCIDAS in vitro

A. brasilense cepa FP2 foi quantificada em amostras de culturas
submetidas a tratamento térmico e em raizes de milho (controle e
inoculadas) cultivadas in vitro, por gPCR, PMA-qPCR e contagem em
placa. O DNA total extraido de ambos os ensaios foi utilizado como
modelo para gPCR, a fim de quantificar o DNA de A. brasilense FP2. A
enumeracdo foi realizada utilizando curvas padrdo Cq versus log UFC
plotadas com base na média de UFC obtida da cultura pura de A.
brasilense cepa FP2. Na quantificacdo de amostras de raizes de milho, a
enumeracgdo também foi obtida a partir de curvas padréo de raizes de
milho misturadas com cultura pura diluida em série (Figura 7).

Para ambos os ensaios, os valores de Cqg observados para
amostras tratadas com PMA (PMA-gPCR) foram maiores do que para as
amostras ndo tratadas com PMA (qPCR). As principais diferencas foram
observadas a partir dos 60 min de tratamento térmico (Apéndice 4). O
DNA isolado das raizes do milho controle apresentou valores tardios de
Cq (> 31,94, abaixo do LOD de 10?) correspondentes a amplificacdes
inespecificas (Apéndice 6).

As contagens bacterianas em log UFC / mL foram obtidas por
gPCR e PMA-gPCR (dos valores Cq determinados e curvas padrdo
construidas) e por contagem em placa. A enumeragdo obtida por gPCR
para A. brasilense cepa FP2 em amostras submetidas ao tratamento
térmico e raizes de milho crescidas in vitro foi superior a enumeracéo
obtida por PMA-gPCR e a contagem em placa. Resultados semelhantes
foram obtidos por PMA-gPCR e contagem em placa para a maioria das
amostras (Figura 8 e 9).
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Figura 8 - Contagem de A. brasilense FP2 (log UFC / mL) obtido por meio de gPCR,
PMA-gPCR e contagem em placa de amostras submetidas a tratamento
térmico a 50 °C por diferentes periodos de tempo. A) enumeracéo por
gPCR; B) enumeracdo por PMA-gPCR; C) enumeragdo por contagem em
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placa. Barras representam a média + SD de quatro repeti¢@es bioldgicas (n
= 4) e letras diferentes indicam diferenca significativa (P <0,05).

As amostras submetidas ao tratamento térmico apresentaram
valores de enumeragdo por gPCR mais uniformes, variando de 102 a 10°
UFC / mL (Figura 8A). Os valores obtidos por contagem em placa e
PMA-gPCR néo foram uniformes, diminuindo a medida que o tempo de
tratamento térmico aumentou, variando de 107 a 10? (Figura 8B) e 107 a
10° (Figura 8C), respectivamente. Nenhuma contagem bacteriana foi
observada aos 120 e 240 min de tratamento térmico na contagem em
placa, enquanto que usando PMA-qPCR foi detectada 10° e 10?2 UFC /
mL de A. brasilense cepa FP2, respectivamente.

Andlises de regressdo foram realizadas para estabelecer
semelhancas e diferencas entre os métodos de quantificacdo bacteriana no
ensaio de tratamento térmico (Apéndice 7). Os valores de inclinacdo e
interceptacdo foram obtidos dentro do intervalo de confianca (IC) de 95%
para cada método (Tabela 8) e comparados entre si. As equagdes obtidas
para PMA-gPCR e contagem em placa mostraram valores semelhantes de
interceptacdo, sobrepondo-se ao IC de 95%. Diferente dos outros dois
métodos, a equagdo obtida por gPCR apresentou valores com pouca ou
nenhuma sobreposicdo. Os valores de Rz também foram semelhantes para
PMA-gPCR e contagem em placa.

Tabela 8 — Resultados das analises de regresséo dos dados obtidos por qPCR, PMA-
gPCR e contagem em placa (y= interceptacdo + slope.x) para ensaio de tratamento
térmico.

slope (IC 95%) Interceptacdo (IC 95%) R2

gPCR 0,005125 (0,0031 -0,0070) 7 6525 (7,4317 - 7,8731)  0,5741
PMA-gpcrR  0,01885(0,0145-0,0231) g 3757 (58433 — 6,8081)  0,7924

Cont.em 4 43388 (0,0264 — 0,0413)

placa 6,7153 (5,8746 — 7,5560)  0,8024

Andlises de correlacdo foram realizadas para estabelecer o
relacionamento entre os resultados de enumeracdo obtidos por PMA-
gPCR e contagem em placa para o ensaio de tratamento térmico. Os
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valores de inclinagcdo e interceptagdo, assim como o coeficiente de
correlacdo de Pearson foram obtidos dentro do IC de 95% (Figura 9). O
gréafico de dispersdo e coeficiente de correlacdo de Pearson (r = 0,8047)
obtido mostrou que existe uma relagdo linear positiva moderada entre as
duas metodologias utilizadas para quantificacdo, indicando que existe
uma correlacdo estatisticamente significativa entre elas.

(log UFC/mL)
P N W b 01O N 0O ©

Contagem em Placa

1 2 3 4 5 6 7 8 9
PMA-GPCR (log uFC/mL)

Figura 9 - Grafico de dispersdo e regresséo linear dos valores de log UFC/mL obtidos
por contagem em placa e PMA-gPCR para quantificacdo de A. brasilense
FP2 em amostras de cultura submetidas a tratamento térmico a 50 °C
durante diferentes periodos de tempo.

Para raizes de milho in vitro colhidas 7 DAI, a enumeracéo por
gPCR (Figura 6B) apresentou valores médios de 7,83 + 0,40 log UFC / g
e por PMA-gPCR apresentou valores médios de 5,16 £ 0,52 log UFC / g
usando curvas padréo obtidas a partir de cultura bacteriana pura (Figura
10A). A enumeracdo utilizando curvas padrdo de misturas de cultura e
raizes de milho revelou valores médios de 7,28 + 0,39 log CFU / g por
gPCR e 551 £+ 0,52 log CFU / g por PMA-gPCR (Figura 10B). A
contagem em placa de A. brasilense cepa FP2 em raizes de milho
cultivadas in vitro foi maior (5,56 + 0,60 log UFC / g) do que a
enumeracao estimada por PMA-gPCR usando as curvas padréo obtidas a
partir de cultura bacteriana pura. A enumeracdo de PMA-qPCR usando
as curvas padrdo de misturas de cultura de A. brasilense e raizes de milho
foi similar a obtida pela contagem de placas (Figura 10).
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Figura 10 - Contagem de A. brasilense FP2 (log UFC/g) em raizes de milho crescidas
in vitro obtida com ensaios de qPCR, PMA-gPCR e contagem em placa.
(A) quantificacéo obtida usando curva padréo a partir de cultura bacteriana
pura; (B) quantificagdo obtida usando curva padrdo obtida a partir de
misturas de cultura e raizes de milho. Box plot representa a média + SD de
quatro (qPCR) e trés (PMA-gPCR) replicatas bioldgicas (n=4 e n=3). As
extremidades do boxplot representam os quartis, e a linha de dentro
representa a mediana. As barras mostram os maiores valores excluindo 0s
outliers e 0s pontos representam outliers.

6. DISCUSSAO

A concentracdo de células viaveis nas formulacbes de
biofertilizantes representa um fator chave para que ocorra um estimulo
efetivo no crescimento da planta , uma vez que garantir este fator é
fundamental para uma colonizacdo satisfatoria das mesmas
(BERNINGER et al., 2017). Métodos moleculares tém sido amplamente
utilizados para detectar e monitorar a sobrevivéncia de inoculantes devido
a sua alta sensibilidade e especificidade. O uso de PMA associado a gPCR
é uma abordagem eficiente que tem sido utilizada para diferenciar células
viaveis de ndo viaveis em amostras de plantas. Esta abordagem tém sido
extensivamente empregada para quantificacdo de patdgenos viaveis de
alimentos em hortalicas frescas (ELIZAQUIVEL et al., 2012; CRESPO-
SEMPERE et al., 2013; YANG et al., 2013), de fitopatdgenos em plantas
(TEMPLE etal., 2013; AL-DAOUD et al., 2017), para avaliar a atividade
microbiana em amostras de agua ambiental (GENSBERGER et al., 2014;
TRUCHADO et al., 2016) e em solo (WAGNER et al., 2015), bem como
para detectar agentes de controle biolégico em superficies de plantas
(SOTO-MUNOZ et al., 2015). Neste estudo, avaliamos a aplicabilidade
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do método PMA-gPCR no monitoramento de células viaveis de A.
brasilense cepa FP2 em amostras de cultura pura submetidas a tratamento
térmico e em raizes de milho crescidas in vitro e comparamos aos
resultados obtidos utilizando gPCR e contagem em placa.

A fim de estabelecer um ensaio confiavel de gPCR para a
quantificacdo do DNA de A. brasilense cepa FP2, os parametros de reacao
para o0 ensaio de qPCR usando corante intercalante SYBR Green foram
definidos usando curvas-padrdo obtidas a partir de cultura pura e de
misturas de raizes de milho e cultura bacteriana. Estudos anteriores
demonstraram que a presenca de tecido vegetal na reacdo interfere na
curva padrdo, diminuindo o limite de deteccdo da quantificacdo para
Azospirillum spp. em diferentes matrizes de plantas. Isso é explicado pela
inclusdo de fatores que influenciam a sensibilidade do ensaio, como a
presenca de DNA de origem vegetal, permitindo que a quantificagdo fique
mais proxima da realidade (COUILLEROT et al., 2010; STETS et al.,
2015).

A ENGL (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/)
determina os requisitos de métodos de PCR em tempo real para a
quantificacdo de OGM. A mesma estabeleceu que uma curva padréo
confiavel deve apresentar valores de R? superiores & 0,95 e valores de
inclinacdo (slope) entre - 3,6 e - 3,1, correspondendo a eficiéncia de qPCR
entre 90 e 110% (ENGL, 2017). Outros autores consideram aceitaveis
valores de R? superiores a 0,95 e valores de inclinagdo entre - 3,9 e - 3,0,
correspondendo a eficiéncia de gPCR entre 80 e 115% (ZHANG &
FANG, 2006). Neste trabalho, foram realizadas curvas padrdo utilizando
0 DNA de A. brasilense cepa FP2 isolado de cultura pura e de misturas
de raizes de milho e amostras de cultura bacteriana. As curvas padréo
apresentaram parametros de reacdo adequados (Figura 7A). As
eficiéncias variaram de 85% a 99%, as inclina¢des variaram de - 3,33 a -
3,75 e os valores de R2 foram superiores a 0,99, tanto para as curvas
obtidas a partir de cultura pura quanto das misturas (Tabela 6). Resultados
semelhantes j& foram observados em ensaios de gPCR usando AzoR2.1
para quantificacdo de A. brasilense cepa FP2: 101,3% de eficiéncia e R?
=0,9980 (STETS et al., 2015).

De acordo com a ENGL a sensibilidade do ensaio de qPCR é
determinada por meio do limite de deteccdo (LOD) e o limite de
guantificacdo (LOQ). LOD ¢é definido como a menor quantidade de um
analito da amostra, que pode ser detectada de forma confiavel, mas ndo
necessariamente quantificada. Por sua vez, LOQ é definido como a
guantidade minima de um analito que pode ser quantificada de forma
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confiavel com niveis aceitaveis de precisdo e exatiddo (ENGL, 2017). Os
ensaios de gPCR desenvolvidos neste trabalho apresentaram valores de
deteccdo de A. brasilense cepa FP2 variando de 10° a 102 copias do
genoma usando curvas padrdo obtidas a partir de cultura pura (Tabela 7)
e 108 a 10* UFC / g de raiz de milho usando curvas padrdo obtidas a partir
das misturas de raizes de milho e cultura bacteriana (Figura 7B),
mostrando a alta sensibilidade deste método. A ENGL também estabelece
a repetibilidade dos ensaios de g°PCR com base no Desvio Padrdo da
Repetibilidade Relativa (RSDr), que deve ser inferior a 25% em relacdo
ao intervalo dindmico do método. Neste estudo, os valores de RSDr
obtidos para qPCR foram inferiores a 7,72% (Tabela 7), indicando baixa
variacdo do ensaio e grau de precisdo apropriado.

Foi relatado anteriormente que a sensibilidade da técnica de
PMA-gPCR varia dependendo da espécie bacteriana e da matriz de
suspensdo de células (NKUIPOU-KENFACK et al., 2013; LI et al.,
2016). No caso de tecidos vegetais, a turbidez dos tecidos parece afetar
a transmissdo de luz durante a fotélise, por isso as amostras devem ser
diluidas antes da exposicdo a fonte de luz haldégena (HAN et al.,
2018).Para avaliar a eficacia do PMA na quantificacéo de células viaveis
de A. brasilense cepa FP2, foram obtidas diferentes proporcdes de células
mortas aquecendo a cultura bacteriana a 50 °C de 0 até 240 min e tratando
amostras com PMA antes da qPCR, outros ensaios de tratamento térmico
para obtencdo de células mortas de espécies bacterianas j4 foram
reportados para esta mesma finalidade (YANG et al., 2011; TEMPLE et
al., 2013; VONDRAKOVA et al., 2018). Uma abordagem semelhante foi
empregada para quantificar células vidveis de Pantoea agglomerans
CPA-2 e determinar o nimero de células mortas obtidas por tratamento
térmico (SOTO-MUNOZ et al., 2015). Nesse estudo, a PMA-gPCR foi
capaz de quantificar células exclusivamente vidveis em matrizes de
laranja. No presente estudo, a enumeracdo de A. brasilense cepa FP2 por
gPCR permaneceu entre ~ 8 e 6 log UFC / mL (Figura 9A). O decréscimo
do numero de células observado com o decorrer do tempo pode ser
explicado pela etapa anterior ao processo de extracdo de DNA, durante a
lavagem dos precipitados bacterianos. Com o aumento do tempo de
aquecimento, também aumentou o ndmero de células ndo vidveis nas
amostras, e a presenca destas pode ter afetado o processo de lavagem. Por
outro lado, a enumeracdo obtida por PMA-gPCR e pela contagem em
placa diminuiu devido ao tratamento térmico, variando de
aproximadamente 7 a 2 log UFC / mL e de 7 a 0 log UFC / mL,
respectivamente (Figs 9B e 9C).
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As andlises de regressdo realizadas para estabelecer a relacdo
entre 0s métodos de quantificacdo confirmaram as semelhangas entre a
enumeracao obtida por PMA-gPCR e a contagem em placa, além do
distanciamento destas da enumeragdo obtida por gPCR (Tabela 8). As
andlises de correlagdo confirmaram o relacionamento existente entre as
metodologias utilizadas para a enumeracdo das amostras submetidas a
tratamento térmico, obtida por PMA-gPCR e contagem em placa. Estudos
demonstraram que as diferengas observadas entre os métodos se devem a
presenca de células vidveis e mortas ou ndo cultivadas nas amostras. A
gPCR parece quantificar o DNA total, incluindo as células mortas,
enquanto a contagem em placa e PMA-gPCR quantifica apenas 0 DNA
das células viaveis (TRUCHADO et al., 2016; AL-DAOUD et al., 2017;
SCARIOQOT etal., 2018). De 60 a 240 min de tempo de aquecimento, foram
observadas as maiores diferencas entre os resultados de PMA-gPCR e
enumeracdes de contagem em placa. Isso pode ser explicado devido a
indugdo do estado viavel mas ndo cultivdvel (VMNC), uma resposta
adaptativa das células ao estresse, contra condigdes ambientais sub-
6timas, ja anteriormente observada (DINU & BACH, 2013; DARANAS
etal., 2018). Nossos resultados mostram que a concentragdo de 50 uM do
PMA e 15 min de exposi¢do ao tratamento com luz halégena foram
efetivos para a enumeracao de células viaveis de A. brasilense cepa FP2
por PMA-qPCR.

Para avaliar a eficiéncia do tratamento com PMA na presenca da
matriz vegetal, raizes de milho foram cultivadas in vitro, colhidas 7 DAI
com A. brasilense cepa FP2 e foram quantificadas por gPCR ap6s o
tratamento com PMA. Os precipitados das raizes crescidas in vitro foram
ressuspendidas em volume maior de agua ultrapura (item 2.5), a fim de
evitar que a turbidez das amostras interferisse na fotélise do PMA. A
enumeracao obtida por gPCR resultou em aproximadamente 8 log CFU /
g enquanto que a enumeracdo obtida por PMA-gPCR e pela contagem
em placa mostraram resultados entre 5 e 6 log CFU / g. Em geral,
comparando a enumeragao bacteriana de células viaveis por PMA-qPCR
e contagem em placa, ndo foram observadas diferencas significativas,
especialmente considerando o efeito da matriz na constru¢do da curva
padrdo (Figura 10B). Raizes de milho néo inoculadas (amostras de
controle) ndo foram quantificadas uma vez que as amplificacdes obtidas
foram inespecificas, abaixo do LOD de 10* UFC / g de raiz fresca. Ndo
houve crescimento de bactérias em meio de cultura seletivo. Até onde
sabemos, esta € a primeira vez que as células vidveis de A. brasilense cepa
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FP2 foram quantificadas em amostras de cultura pura e em raizes de milho
utilizando o método da PMA-gPCR.

Em conclusdo, o ensaio PMA-gPCR representa um método
adequado para a quantificacdo de células viaveis de A. brasilense cepa
FP2 em cultura pura e em amostras de raizes de milho. Espera-se que este
método seja confiavel para realizar o monitoramento da viabilidade de
bactérias promotoras de crescimento vegetal em plantas de milho
inoculadas. Como consequiéncia, futuros estudos sobre o processo de
colonizacdo e sobrevivéncia de inoculantes em condi¢cdes de campo
seriam permitidos, de alguma forma contribuindo para formulagdes de
biofertilizantes que prezem pela efetividade dos resultados da interacao.
Espera-se também a adequacdo da metodologia de PMA-qPCR para a
quantificacdo de células viaveis de outras espécies de bactérias
associativas benéficas em plantas inoculadas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

As BPCV oferecem uma alternativa eficaz ao uso de fertilizantes
quimicos, contribuindo para 0 aumento da producdo agricola de forma
sustentavel, sem prejudicar o meio ambiente. Entre estas bacteérias,
destaca-se 0 género Azospirillum, que engloba espécies amplamente
utilizadas em inoculantes para gramineas no mundo inteiro. No entanto,
sabe-se que apesar da comprovada vantagem da utilizacdo destes
inoculantes, existe uma grande dificuldade na sua fabricacdo, para que
mantenham sua viabilidade ap6s aplicacdo no campo. A viabilidade de
inoculantes pode ser afetada em diferentes estagios, durante a sua
fabricacdo, transporte, armazenamento e apds aplicacdo ao ser exposto a
condi¢cBes ambientais adversas. Desta forma, se fazem necessarios
estudos que visem o monitoramento da viabilidade destes inoculantes, de
forma a contribuir para a formulagdo de produtos mais eficientes. Para
isso, € importante o desenvolvimento de técnicas e metodologias capazes
de mensurar e enumerar de forma precisa e rapida, o nimero de células
viaveis em inoculantes e em plantas colonizadas. Com base nestas
informac0es, a realizagdo deste estudo propdés o desenvolvimento da
metodologia ja amplamente utilizada para monitoramento de viabilidade
celular de diversas espécies de microrganismos, através do uso do corante
de viabilidade monoazida de propideo (PMA) aliado a gPCR. Foram
realizados ensaios de PMA-qPCR para monitoramento de Azospirillum
brasilense cepa FP2 em culturas puras submetidas a tratamento térmico e
em raizes de milho crescidas in vitro. O presente estudo serve como base
para realizacdo de trabalhos futuros com outras cepas/espécies de BPCV
entre outros inoculantes, e com outras culturas de plantas com as quais
estas bactérias fazem associacéo.
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APENDICES

Apéndice 1 — Fluxograma Geral dos Experimentos

Ensaios de Tratamento Térmico

Crescimento de
cultura pura de
A. brasilense FP2

Tratamento térmico
a50°C
(de zero a 240 min)

Semeadura em
placa com meio
seletivo

Quantificagio por
contagem em placa
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Ensaios de Inoculagdo em Milho

Tratamento com
PMA (ou sem
tratamento)

Extragdo de DNA
bacteriano

Quantificagio por
qPCR e PMA-qPCR

Ensaio de
colonizagio das
raizes

Quantificagio por
contagem em placa

Germinagio e
inoculagdo de milho
com A. brasilense

Cultivo in vitro e
coletas

Preparo de curva
contendo tecido

vegetal F

Preparo de amostras e
tratamento com PMA

Extragio de DNA
gendmico vegetal

Quantificagio por
qPCR e PMA-qPCR
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Apéndice 2 — Esquematizacdo dos ensaios de tratamento térmico

Al AZ A3 Ad
i Grupo A Extracio de DNA
=l B B2 B3 B4
{ Grupo B Tratamento com PMA e extragio
‘ \ ' de DNA
Cultivo de v oo oo
A. brasilense FP2 Quicio ser . -
Grupe C Diluigéo seriada e semeadura
em placa

Tratamento térmico: 50 °C
Tempos: 0,15,30,60,120¢ 240min




1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
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Apéndice 3 - Calculo da quantificacéo de células vidveis de A. brasilense FP2

Dados da Amostra de Cultura Pura:

Contagem em placa (V = 1,0 mL): 1,5.108 UFC / mL
Extracdo de DNA (V=1,5mL): 102 ng / uL
Volume Final de DNA: 40 pL

Célculo da quantidade de DNA no volume final

102 ng / pL x 40 pL = 4080 ng de DNA

Calculo da UFC em 1,5 mL de cultura
1mL =1,5.108 UFC
1,5 mL = 2,25.10% UFC = 4080 ng de DNA

Célculo da UFC no primeiro ponto da curva (10°)

Primeiro ponto da curva: 8,26 ng de DNA (base no tamanho do genoma)
4080 ng de DNA = 2,25.108 UFC

8,26 ng de DNA =4,55.10° UFC

Pontos da Curva em UFC

10% = 4,55.10° UFC

10°=4,55.10* UFC

10% = 4,55.10° UFC

10% = 4,55.102 UFC

10?2 = 4,55.10* UFC

10! = 4,55.10° UFC

Plotar grafico Cq versus log UFC para cada corrida de gPCR

Substituir o Cq das amostras na equagdo da reta

Valor de UFC obtido com a curva aplicado na equago:

[UFC _AB.C
mLl~ D.E

onde,

A: UFC obtido com a curva

B: concentracdo de DNA (ng / uL)

C: volume final de DNA extraido (uL)

D: massa de DNA inicial usado na qPCR (ng)

E: volume de amostra utilizada para extragéo (mL)
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Apéndice 4 — Cq médio obtido por ensaios qPCR e PMA-gPCR usando DNA isolado
de amostras submetidas a tratamento térmico. Os valores representam as medias das
triplicatas de qPCR executadas em diferentes corridas. ND representam os valores ndo
determinados durante a qPCR.

Amostras nédo Cq médio Amostras Cq médio
tratadas com tratadas com
PMA PMA
01 17,36 01 20.85
16,64 20.05
02 17,69 02 20,85
17,46 20,05
03 17.46 03 18,59
17,90 18,90
04 17,65 0" 4 18,55
18,01 18,94
1571 18,05 1571 18,21
16,66 17,95
1572 16,74 1572 18,10
17,53 17,95
1573 18,69 15°3 20,60
19,12 20,98
1574 18,45 15° 4 20,27
18,86 20,64
3071 18,93 3071 20,07
18,64 19,89
3072 18,01 3072 21,37
17,57 19,90
30°3 19,57 30°3 21,44
20,01 21,86
30’3 18,54 3073 21,17
18,96 21,64
60’ 1 17,37 60’ 1 23,37
16,56 22,50
60’ 2 16,56 60’ 2 27,37

16,70 25,40



60’ 3
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60”3 19,84 24,88
20,09 25,18

60" 4 20,86 60’ 4 22,46
21,43 22,75

12071 14,88 12071 32,47
14,42 31,99

120" 2 15,28 12072 31,01
14,90 30,09

120’ 3 18.23 120”3 26,21
18,32 25,82

120’ 4 19,29 120’ 4 2595
17,25 25,14

240’ 1 17,05 240" 1 32,07
ND 32,67

240’ 2 16,38 240’ 2 34,65
15,55 32,21

240’ 3 18.17 240° 3 32,23
18,24 32,10

240’ 4 18,71 240" 4 30,45
18,77 30,05
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Apéndice 5 — Curvas padrédo de gPCR (log DNA n° de cépias versus Cq) obtidas para
quantificacdo usando os iniciadores AzoR2.1 executadas em quatro dias diferentes,
com DNA isolado de cultura pura de A. brasilense cepa FP2.
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A

y =-3,5194x + 37,935
R?=0,9926
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R2=0.9995
E=89%

2 4 6 8
log DNA n° de copias



97

Apéndice 6 - Cq obtido por ensaios de qPCR e PMA-gPCR usando DNA isolado de
amostras de raizes de milho (controle e inoculadas). Os valores representam as médias
das triplicatas de qPCR executadas em diferentes corridas. <LOD representam valores
abaixo do limite de detecgdo de 100 copias de DNA (10%) e ND representam os valores
ndo determinados durante a qPCR.

Amostras ndo Cq médio Amostras tratadas Cq médio
tratadas com PMA com PMA
Controle 1 <LOD Controle 1 ND
<LOD ND
Controle 2 <LOD Controle 2 ND
<LOD ND
Controle 3 <LOD Controle 3 ND
<LOD ND
Controle 4 <LOD Controle 4 ND
<LOD ND
Inoculada 1 Inoculada 1
23,91 28,59
24,46 29,39
Inoculada 2 2173 Inoculada 2 3033
22,12 30,88
Inoculada 3 20.4 Inoculada 3 2611
20,68 26,5
Inoculada 4 2093 Inoculada 4 ND

21,39 ND
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Apéndice 7 - Scatter plot demonstrando as correlacdes e diferencas entre a
enumeracdo log UFC / mL de A. brasilense FP2 determinada por g°PCR, PMA-gPCR

e contagem em placa durante tratamento térmico a 50 °C por diferentes periodos de
tempo.

e gPCR
X PMA-qPCR
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