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RESUMO

As Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV) sdo conhecidas pela sua capacidade de
promogdo do crescimento da planta, e sdo utilizadas para produzir diferentes inoculantes
comercials para as culturas agricolas. Devido a necessidade de obtencdo de formulacdo
contendo células com elevada qualidade fisioldgica, o objetivo do trabalho foi avaliar a
densidade populacional e producdo de exopolissacarideos (EPS) por Azospirillum brasilense Ab-
V5 em diferentes meios de cultivo. Para o ensaio, a estirpe de A. brasilense Ab-V5 foi cultivada
em cinco meios de cultivo, diferentes na composicdo e relacdo C/N. Foram avaliadas a
viabilidade celular e a concentracdo de EPS em diferentes tempos de cultivo. Dentre as
formulagoes testadas, FORMZ2, FORM4 e FORM15 apresentaram uma concentracdo de células
acima de 1 x 10° células por mL de cultivo, sendo que a FORM4 apresentou as maiores
populacoes em todas as avaliagoes. A producdo de EPS ocorreu com malor intensidade na
formulacao FORMZ.

Palavras-chave: Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), Inoculantes agricolas e
Viabilidade Celular.

INTRODUGAO

As BPCV se associam a diferentes espécies de plantas em ambientes naturais, e
apresentam a capacidade de promover o crescimento das plantas através de diferentes
mecanismos como: a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), producao de fitormonios,
solubilizacdo de fosfato, sintese de siderdforos, producdo de antibidticos, entre outros'. O
estudo das associagdes entre BPCV e as plantas demonstram alto potencial para a produgao de
inoculantes, e estes podem contribuir significativamente com a reducdo ao uso de agroquimicos.

Apesar dos resultados promissores encontrados devido a utilizacdo de inoculantes
agricolas, diversos fatores influenciam a eficiéncia da tecnologia, e formulacdes inadequadas sao
frequentemente as barreiras mais comuns para a comercializacao dos mesmos. Para que se
possam formular e produzir comercialmente os inoculantes, é necessaria uma integracao dos
parametros fisicos, quimicos e bioldgicos nestes produtos, permitindo assim a manutencao de
elevadas populagbes do micro-organismo alvo e um maior tempo de sobrevivéncia em prateleira
e no campo®. Diferentes substancias produzidas pelos micro-organismos possuem influéncia
quanto ao comportamento e sobrevivéncia das células microbianas adicionadas aos veiculos’.
Neste contexto o desenvolvimento de formulagOes para a veiculagao de BPCV que proporcionem
um maior nimero de bactérias sob condicoes de campo, e que apresentem um tempo de
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armazenamento prolongado e uma protegdo dos micro-organismos
selecionados contra os fatores deletérios do solo, associando ainda baixo custo e facilidade de
producdo, pode aumentar a eficiéncia desta tecnologia®. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
avaliar a densidade populacional e a producao de exopolissacarideos (EPS) por Azospirillum
brasilense Ab-V5 em diferentes meios de cultivo, uma vez que estes parametros sao indicadores
de qualidade em formulagdes inoculantes.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e Preparo dos Meios de Cultivo

O micro-organismo utilizado foi a estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, registrada no
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento) para uso como inoculante nas
culturas de milho, trigo e arroz.

Para o ensaio, foram preparadas cinco formulagdes de meio de cultivo, a partir da
mistura de concentracdoes definidas de diferentes componentes (FORM1; FORM2; FORM3;
FORM4 e FORM15). A composicao das formulagOes estdo em processo de obtencdo de patente.
Em seguida, 500 mL de cada formulacao foram transferidos para Erlenmeyers com capacidade
total de 2 L e esterilizados. Posteriormente, cada Erlenmeyer foi inoculado com uma suspensao
bacteriana de A. brasilense Ab-V5 contendo uma concentracdo de 10* células no inicio dos
cultivos. Os cultivos foram incubados sob agitacdo de 180 rpm a 28 °C, por um periodo de até
120 horas.

Avaliacoes

As formulacOes foram avaliadas em trés tempos de cultivo, 72, 96 e 120 horas apds a
inoculacao. Em cada tempo de cultivo, foram determinadas a viabilidade celular de A. brasilense
Ab-V5, e concentracdo de exopolissacarideo (EPS) nos meios de cultivo.

A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada através da contagem de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) pelo método da gota’. Para determinacdo da producdo de EPS, 10
mL das culturas de cada formulagao foram centrifugadas a 9.000 rpm por 15 minutos a 4°C
para obtencdo do extrato livre de células (ELC). O EPS presente no ELC foi precipitado pela
adicao de 30 mL de etanol, seguido de incubagao a -20°C durante 24 horas e centrifugacao
(9000 rpm, 4° C, 15 min.). Posteriormente, o precipitado foi solubilizado no menor volume
possivel de agua destilada (cerca de 5 mL) e submetido a didlise por 3 dias consecutivos. Apos a
dialise, o material foi liofilizado e pesado.

Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados para comparacao das médias pelo teste de tukey 5% de
probabilidade, por meio do software SASM- Agri. Também correlacionou-se a producao de EPS
com o tempo de cultivo por meio do Software MS Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da contagem de UFC demonstraram uma variagao na manutencao de
elevadas populagdoes de A. brasilense Ab-V5 entre as formulagdes testadas (Figura 1). Essa
variagdo pode ser explicada pela diferenca na concentracdo dos componentes presentes nas
diferentes formulacdes, como ja observado em alguns trabalhos com Azospirillum spp®”.
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Observa-se que apds 72 e 96 horas de cultivo, as maiores populacdes de
A. brasilense Ab-V5 foram encontradas no meio FORM4 (1,7 x 10° e 6,3 x 10® UFC/mL). As
formulagdes FORM2 (1 x 10® e 2 x 10® UFC/mL) e FORM 15 (9,4 x 10’ e 1 x 10® UFC/mL)
também apresentaram elevadas contagens. J& em 120 horas de cultivo ndo houve diferenca
significativa nas populacoes presentes nos meios FORM4 e FORM15, devido ao decaimento das
contagens observadas para o meio FORM4. Considerando todos os tempos de cultivo, a FORM4
foi a que apresentou maior potencial de utilizacao para o desenvolvimento de um inoculante.
Nao foi possivel a determinacdo do numero de UFC de A. brasilense Ab-V5 quando cultivado nos
meios FORM1 e FORM2, e este resultado pode ter ocorrido tanto pela diminuigao da viabilidade
das células (formacdo de estruturas de resisténcia, como esporos), como também pela extincao.

Figura 1. Logaritmo do nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de A. brasilense nas
diferentes formulagOes testadas. As letras comparam as médias entre as formulages dentro de
cada tempo de cultivo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Com relacdo a quantificacao de EPS, observou-se que todas as formulagbes induziram A.
brasilense Ab-V5 a produzir EPS, embora a quantidade de EPS produzido tenha variado entre as
formulagOes testadas (Figura 2). O conteido de EPS foi positivamente correlacionado com o
tempo de cultivo para FORM1 (r2=0,5), FORM2 (r2=0,74), FORM4 (r2=0,88), FORM15
(r2=0,86), e as maiores concentragdes foram observadas apds 120 horas de crescimento. Tem-
se que com 72 horas de cultivo nao houve diferenca significativa na producao do polimero, no
entanto com 96 e 120 horas a maior producao de EPS foi observada na FORM 2 com um
maximo de 1,56 g de EPS/L de cultura. Considerando os resultados de contagem e producao de
EPS, é interessante observar que mesmo na incapacidade de determinagao do nimero de UFC
na FORM1 e FORM3, foi possivel observar tanto o aumento (FORM1) como a diminuicao
(FORM3) na concentracdo de EPS, indicando a ocorréncia de atividade metabdlica.

O EPS produzido por A. brasilense tem grande importancia no desenvolvimento de novas
formulagdes de inoculantes. Isso porque sabe-se que o EPS exerce um importante papel na
protecao das células microbianas contra a dissecacao e na adesao a superficies, podendo assim
facilitar a sobrevivéncia das células em condicdes desfavoraveis e facilitar a adesdo sobre
sementes, por exemplo. Neste contexto, a producao desse polimero deve ser um parametro
adicional a ser avaliado nos estudos realizados com o objetivo de aumentar a eficiéncia dos
inoculantes.
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Figura 2. Producao de Exopolissacarideos (EPS) por A. brasilense Ab-V5
cultivado em diferentes formulacdes de meio de cultura. As letras comparam as médias entre as
formulagdes dentro de cada tempo de cultivo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES
Dentre as formulagOes testadas, a FORM 4 apresentou um alto potencial para o cultivo
em massa de A. brasilense Ab-V5, e pode servir como base para o desenvolvimento de novas
formulagbes inoculantes. A grande producao de EPS nas demais formulacoes testadas também
indica seu potencial para a produgao de biomassa celular com alta qualidade fisioldgica para uso
em formulagdes inoculantes.
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