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RESUMO

No mercado agricola existem varios produtos quimicos comercializados que
estimulam o crescimento das plantas, porém o uso dos mesmos € questionado
pelos impactos negativos causados ao meio ambiente, podendo trazer
consequéncias graves nao somente a saude humana. Uma alternativa
sustentavel é o uso de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCP), dentre as quais podemos destacar as do género Bacillus, pela gama
de compostos bioativos produzidos. Diante do exposto, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar cepas de Bacillus spp. produtoras de
substancias que promovam o crescimento vegetal e, adicionalmente, possuam
atividades de biocontrole. Para isto, doze isolados de Bacillus spp. foram
analisados quanto a capacidade de producéo de mecanismos diretos como a
producdo de amonia, acido indolacético (AlA), solubilizacédo de fosfato, dentre
outros, e indiretos (atividade de antagonismo, celulases). A producéo de AIA
foi observada em todas as cepas analisadas (12), 66,6% produzem celulases
(8) e 75% exopolissacarideos (9), 33% apresentaram maiores niveis de
solubilizacdo de fosfato (4), bem como destaca-se também a producao de
fosfatases (4). Além disto, todas foram capazes de inibir o crescimento de ao
menos um fungo fitopatogénico. Também houve inibicdo contra Xanthomonas
campestres, destacando-se a linhagem Bacillus pumilus UFPEDA- 448. Apos
analise estatistica dos dados foi possivel destacar as linhagens B. subtillis
UFPEDA- 439, Bacillus sp. Ar 16 (B. cereus 1060B), Bacillus sp. UFPEDA- 108
(B. cereus), Bacillus sp. Ar 29 (B. cereus 1062B) como melhores produtoras
de mecanismos para promoc¢ao de crescimento vegetal. As cepas Bacillus sp.
Ar 16 (B. cereus 1060B), B. cereus UFPEDA- 108, Bacillus sp. Ar 29 (B. cereus
1062B) foram selecionadas para quantificacdo de &cidos organicos,
evidenciando-se a producao de AlA, &cido citrico e acido acético. Realizou-se
também a identificacdo de quatro cepas de Bacillus sp. (Brevibacillus
parabrevis UFPEDA- 462 e B. cereus UFPEDA- 1060B, UFPEDA- 1061B,
UFPEDA- 1062B), bem como por taxonomia polifasica (B. cereus UFPEDA-
1060B). Os resultados demonstraram o potencial biotecnoldgico pelas cepas
estudadas para a agroinddstria, sendo necessarios testes in vivo para

viabilizacdo das mesmas.
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ABSTRACT

In the agricultural market, there are several commercialized chemical products
that stimulate the growth of plants, however their use is questioned by the
negative impacts caused to the environment, which can bring serious
consequences not only to human health. A sustainable alternative is the use of
plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), among which we can highlight
those of the genus Bacillus, due to the range of bioactive compounds produced.
Given the above, the present study aimed to select strains of Bacillus spp.
producers of substances that promote plant growth and, in addition, have
biocontrol activities. For this, twelve isolates of Bacillus spp. were analyzed
forthe production capacity of direct mechanisms such as the production of
ammonia, indolacetic acid (IAA), phosphate solubilization, among others, and
indirect (antagonistic activity, cellulases). IAA production was observed in all
strains analyzed (12), 66.6% produced cellulases (8) and 75%
exopolysaccharides (9), 33% had higher levels of phosphate solubilization (4),
as well as standing out also the production of phosphatases (4). In addition, all
were able to inhibit the growth of at least one phytopathogenic fungus. There
was also inhibition against Xanthomonas campestres, especially the strain
Bacillus pumilus UFPEDA- 448. After statistical analysis of the data, it was
possible to highlight the lines B. subtillis UFPEDA- 439, Bacillus sp. Ar 16 (B.
cereus 1060B), Bacillus sp. UFPEDA-108 (B. cereus), Bacillus sp. Ar 29 (B.
cereus 1062B) as the best producers of mechanisms for promoting plant
growth. The Bacillus sp. Ar 16 (B. cereus 1060B), B. cereus UFPEDA-108,
Bacillus sp. Ar 29 (B. cereus 1062B) were selected for the quantification of
organic acids, showing the production of IAA, citric acid and acetic acid. Four
strains of Bacillus sp. (Brevibacillus parabrevis UFPEDA- 462 and B. cereus
UFPEDA-1060B, UFPEDA-1061B, UFPEDA-1062B), as well as by
polyphasictaxonomy (B. cereus UFPEDA-1060B). The results demonstrated
the biotechnological potential of the strains studied for the agribusiness,
requiring in vivo tests to make them viable.

Keywords: Organic acids; Antimicrobian activity; Auxin
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a producdo mundial de alimentos de origem agricola
dobre até 2050, e de modo a acompanhar esta demanda e também reduzir a
necessidade do uso de fertilizantes quimicos convencionais e pesticidas,
alternativas ao uso de agroquimicos tem sido alvo de diversas pesquisas.
Entre elas, destaca-se o0 estudo para exploracdo das variadas interacdes
mutualisticas entre o microbioma das raizes das plantas e da rizosfera
(IGIEHON; BABALOLA, 2017).

A rizosfera representa uma interface existente no eixo solo-raiz das
plantas. As rizobactérias presentes neste habitat sdo muito utilizadas como
biofertilizantes uma vez que favorecem o desenvolvimento vegetal por meio
da producdo de diversas substancias reguladoras de crescimento
(fitohormdnios como auxinas, citocininas e giberelinas), competicdo e
supressao de fitopatdogenos, além de auxiliar na disponibilizacdo de nutrientes
na rizosfera. Por esta capacidade, essas bactérias também sdo denominadas
de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP). Estas devem
ser capazes de proteger a planta hospedeira de patégenos e colonizar a planta
de forma eficiente (BABALOLA, 2010).

Véarios representantes microbianos tém sido citados como RPCPs entre
eles podemos citar os géneros Bacillus e Pseudomonas. As bactérias do
género Bacillus destacam-se pela producdo de alguns fitohorménios como:
Acido indolacético, acido indolbutirico, citocininas, giberelinas. Em adicdo, os
mesmos apresentam efeito inibidor contra alguns patégenos de cultura de
tomate (Solanum lycopersicum) (AJILOGBA et al., 2013; MA et al., 2015).

Outras caracteristicas que permitem selecionar as RPCP com potencial
de favorecer o crescimento das plantas sdo a capacidade e a eficiéncia dos
micro-organismos em solubilizar diferentes fosfatos, competir por ferro e fixar
nitrogénio estimulando as plantas na absor¢éo de nutrientes (AJILOGBA et al.,
2013).

Os beneficios econbmicos com o uso dessas bactérias estdo
diretamente relacionados com a promoc¢édo do crescimento vegetal com a
finalidade de aumentar a producéo agricola. As bactérias do género Bacillus
sdo amplamente utilizadas no controle biologico de pragas por ndo poluirem o

meio ambiente e ndo causarem danos a saude do aplicador como o0s
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defensivos quimicos (BABALOLA, 2017). Dessa forma, representam uma
alternativa sustentavel que visa contribuir para a manutencdo do equilibrio
biolégico e permitir o aumento da produgdo agricola sem danos ao meio
ambiente.

Neste sentido, a selecdo de Bacillus spp. que apresentem um ou mais
mecanismos que auxiliem o desenvolvimento de culturas vegetais sao de
grande importancia para a agricultura, por apresentar capacidade de auxiliar
no desenvolvimento de plantas, seja pela producéo de diversas substancias
reguladoras de crescimento que competem e suprimem os fitopatdégenos e
também auxiliam na disponibilizacdo de nutrientes na rizosfera (BABALOLA,
2010), sugerindo o grande potencial biotecnolégico das linhagens estudadas
neste trabalho.
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OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar e selecionar cepas de Bacillus sp. produtoras de

substancias que possam promover o crescimento vegetal.
2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

e)

Realizar identificacdo taxondmica das linhagens de Bacillus spp.;

Avaliar a produc¢ao das principais substancias que estimulam o crescimento
vegetal, como: Acido-3-indolacético, amonia, celulases,
exopolissacarideos e solubilizacdo de fosfato.

Investigar atividades de antagonismo frente a bactérias e fungos
fitopatdgénicos;

Analisar estatisticamente os resultados;

Realizar identificacdo e quantificacdo de acidos organicos.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 AMEACAS A AGRICULTURA

Ameacas ao cultivo alimentos por fungos, bactérias ou insetos podem
causar grandes perdas econdmicas (PEREZ-GARCIA, 2011). Como relata o
Anuario 2019-2020 da revista Hortifrut Brasil, além de questdes climaticas,
doencas contribuiram para um rendimento menor da producdo neste periodo
de 2018/2019 (HFBRASIL, 2020).

Ao longo dos anos, a pratica agricola tem-se intensificado com o
aumento populacional, portanto, os produtores tornaram-se cada vez mais
dependentes dos produtos quimicos (PEREZ-GARCIA, 2011). De acordo com
a Agéncia Nacional das Aguas (ANA, 2019), ha trés anos o Brasil possui o
titulo de maior consumidor de agrotoxicos do mundo e sua utilizacdo tem sido
impulsionada ao longo dos ultimos 40 anos representando cerca de 700% do
aumento. O demasiado uso destas substancias traz consequéncias nao
apenas para a saude do ser humano, mas também para o meio ambiente
(EMBRAPA, 2018).

Residuos de agrotoxicos podem impedir a exportacdo de produtos, uma
vez que paises importadores podem nao permitir a entrada, em seus portos,
de produtos agricolas brasileiros com niveis de residuos de agrotoxicos acima
dos Limites Maximos de Residuos (LMRs) permitidos internacionalmente. A
Unido Europeia acompanha as exportacdes brasileiras e, quando um problema
€ identificado, o governo brasileiro é prontamente informado, que busca
solucbes conjuntamente ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (Mapa) e o Ministério das Relacdes Exteriores (MRE)
(TREVISAN; BAPTISTA, 2007). Além disto, muitos paises tém adotado
praticas mais sustentaveis para substituir o uso de agroquimicos ou
simplesmente baniram alguns ainda comercializados no Brasil, tornando o
mercado externo mais restritivo a exportacdo (REDE BRASIL ATUAL, 2018).
3.2ALTERNATIVAS PARA DIMINUI(}AO DO USO DE DEFENSIVOS

AGRICOLAS E RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO
VEGETAL

Devido a diferentes fatores que ameacam a agricultura, a saude

humana e o meio ambiente, como diminuicdo da fertilidade solo,

biodiversidade, eutrofizagdo de corpos hidricos, dentre outros, pesquisas
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estdo sendo realizadas buscando alternativas que envolvam solucdes
ecoldgicas e mais baratas (CAMPOS et al., 2014; RAI, 2017). Uma proposta
eficaz para reducéo do uso de agroquimicos é a formulag&o de biofertilizantes,
bioestimulantes e substancias biocontroladoras produzidas por rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (NINGTHOUJAM et al., 2009;
BABALOA, 2010).

Uma combinac¢ao de micro-organismos vivos, que pode ser inoculadas
em sementes, na planta e no solo aumentando a disponibilidade de nutrientes
organicos e inorganicos denomina-se biofertilizantes. Classificam-se como
bioestimuladores, micro-organismos aptos a produzir fitohorménios (auxinas,
citocininas, dentre outros). J& o controle de patégenos pode ser realizado por
um biocontrolador através da producao de antibiéticos, cianeto de hidrogénio
(HCN) e enzimas hidrolizantes da parede celular fungica (FERREIRA et al.,
2019).

Rizobactérias podem ser encontradas na rizosfera, que representa a
interface entre a raiz da planta e o solo adjacente. Estima-se que neste local
contenha 10! células microbianas por grama de raiz além de mais de 30.000
espécies procaridticas (BERENDSEN et al., 2012).

De acordo com a literatura, algumas RPCP sao capazes de
desempenhar atividades como promotores de crescimento de plantas através
do aumento do comprimento das raizes, peso seco e Umido, area foliar,
germinacao de sementes e altura, rendimento e o estado nutricional (RUSSO
et al., 2018).

A disponibilidade de minerais e acdes de fitohormdnios que estimulam
0 crescimento e desenvolvimento de plantas bem como a maximizagao do
fornecimento de nutrientes e regulacdo de horménios vegetais como acido
indoleacético (AlA), giberelinas, acido abscisico e acido jasmbnico pode ser
realizado por micro-organismos rizosféricos e endofiticos tornando tais
compostos mais acessiveis a planta (PRASAD et al., 2014; DA SILVA et al.,
2018).

Segundo Dutta e Podile (2010), estes mecanismos podem ser
incentivados diante da colonizacdo de bactérias pela exsudacdo de agua,
enzimas, ions, mucilagem e uma gama de metabdlitos primarios e secundarios

contendo carbono, por parte das plantas, e que podem ser utilizados por tais
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micro-organismos. Sendo assim, a densidade populacional de bactérias tende
a ser mil vezes maior na rizosfera do que no solo (GLICK, 2014). A aplicacéo
de agentes microbianos em partes da planta ou a inoculagdo em sementes
tem sido descrito como atividades promissoras em culturas de arroz, trigo,
beterraba sacarina, algodédo e milho (TABASSUM et al., 2017).

Os mecanismos promovidos pelas RPCP podem ser classificados como
diretos e indiretos, os quais agem de forma positiva assegurando o
crescimento vegetal. De forma direta, a absorgdo de nutrientes essenciais
por intermédio da fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato,
producao de sideroforos bem como a modulacéo dos niveis hormonais através
da sintese de acido-3-indolacético (AlA), giberelinas, citocininas, 6xido nitrico
e poliaminas. De modo indireto, a producao de fito-hormonios relacionados ao
estresse, como acido abscisico, acido jasmdnico e cadaverina, ou catabolismo
do etileno, relacionado com producdo da enzima l-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC deaminase), mesmo quando ocorre supressao do
fitopatogeno (GHYSELINCK et al. 2013; DA SILVA et al.,, 2018). Estes

mecanismos sao demonstrados na Figura 1.

Figura 1 — Mecanismos diretos e indiretos propostos por Rizobactérias Promotoras de

Crescimento Plantas.
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Fonte: ELEVAGRO (2020).

O crescimento vegetal também pode ser estimulado pelo aumento dos
niveis de fosforo (P) disponiveis para a planta (onde a limitac&o deste interfere
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na fertilidade do solo, bem como crescimento e rendimento), e esse aumento
€ promovido pelos micro-organismos que podem atuar como biofertilizantes
eficientes. O fésforo € um nutriente essencial para a planta, pois, esta
envolvido em atividades de divisdo celular, desenvolvimento, fotossintese,
metabolismo de acucar, transporte de nutrientes, transmissdo genética e
regulacdo metabolica (BABALOA, 2010).

Assim, o favorecimento de uma planta sadia e com bom
desenvolvimento (promovido pelo aumento da disponibilidade e assimilag&o
de nutrientes) além da supressdo de fitopatbgenos sao beneficios
proporcionados pelas RPCP (SINGH et al., 2011; VAFADAR et al., 2014).

Do ponto de vista econdmico, a estimativa da participacdo no mercado
para tais agentes microbianos é de US$ 1, 66 bilhdes até 2022 (TIMMUSK et
al., 2017), com taxa de crescimento de 15% ao ano (TABASSUM et al., 2017).
Misturas prontas para o mercado ja tém sido relatadas por suas eficacias
utilizando tanto bactérias como fungos ou ambos, como exemplo, misturas de
Bacillus amyloliquefaciens com Trichoderma virens e Trichoderma sp. com
Bradyrhizobium (BACKER et al., 2018).

De acordo com a literatura, os micro-organismos que possuem pelo
menos uma particularidade que estimula o desenvolvimento de plantas pode
pertencer a varios géneros (PRASAD et al., 2015; DA SILVA et al., 2018). Entre
eles podem ser citados: Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Ochrobactrum, Pantoeae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia,
Stenotrophomonas, Streptomyces e Zoogloea (BABALOA, 2010; PEREZ-
GARCIA, 2011).

3.3  Bacillus spp. COMO PROMOTORES DO CRESCIMENTO VEGETAL

Bacillus spp. pertencentes a familia Bacillaceae sé&o bactérias gram-
positivas em forma de bastonete, aerdbicas ou anaerObicas facultativas
encontradas predominantemente no solo e apresentam extrema importancia
para processos farmacéuticos, agricolas e industriais na fabricacdo de
pesticidas anti-microbianos, fungicidas e fertilizantes, devido a suas
caracteristicas fisiologicas e sua capacidade de producdo de antibidticos,

enzimas e outros compostos bioativos. Além disso, sédo facilmente cultivados



21

em meios de cultura de baixo custo, e possuem crescimento rapido, o que
facilita a producéo de biomassa em fermentadores industriais (LANNA FILHO,
2010). Também se destacam pela capacidade de producdo de endosporos
que apresentam extrema resisténcia a condicbes ambientais adversas,
inclusive a baixas e altas temperaturas, radiacdo, dessecacdo e produtos
quimicos (BARON, 1996; PEREZ-GARCIA, 2011; MADIGAN, 2016).

Como RCPC, membros do género Bacillus tem sido relatado na
literatura pela inibicAo da sintese de etileno, producdo de siderdéforos,
antibidticos, fixacdo de nitrogénio mecanismos para solubilizacdo de fosfatos,
dentre outros (VAFADAR et al., 2014). Deste modo, Bacillus sdo descritos
como produtores de compostos aromaticos, hormonios vegetais, diversas
enzimas que estdo relacionadas ao metabolismo dos fenilpropandides, além
de lipopeptideos e polissacarideos (EK-RAMOS et al.,, 2019). Efeitos
benéficos destas atividades tém sido relatados em culturas de importancia
econdmica como batata e cebola (VAFADAR et al, 2014). Conforme
enfatizado por Reinhold-Hurek e Hurek (2011), bem como Frank et al., (2017)
dentre as bactérias Gram-positivas, Bacillus spp. tém se destacado na
producdo de metabdlitos de forma abundante.

Uma gama de formulacdes tem sido preparada e comercializada
utilizando este género, pois, para atividades de controle biolégico, Bacillus
tornam-se bons candidatos, atuando como antagonistas. O antagonismo é
sucedido pela producéo de inUmeros polipeptideos com acéo antimicrobiana,
como a mersacidina, micosubilitina, iturina, bacilomicina, fengicina, bacilicina
e surfactina (ZOUARI et al., 2016; CARRER FILHO et al., 2015). Estes
caracterizam-se por baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, além da
consideravel atividade inibitéria em virus, bactérias, fungos, mosquitos e
oomicetos. A atuacao sinérgica entre os diferentes polipeptideos potencializa
suas respectivas atividades (ROMERO et al., 2007).

A utilizacdo de micro-organismos adaptados as condi¢des do solo do
Brasil que atuem como promotores do crescimento vegetal e agentes de
biocontrole apresentam-se como uma op¢éao viavel de aplicacdo na agricultura
para que ocorra diminuicdo da dependéncia do uso de agrotoxicos, visando
uma tendéncia para desenvolvimento da agricultura sustentavel (CAMPOS,

2014). E por agricultura sustentavel, podemos atribuir o uso restrito de
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produtos quimicos e dependéncia de controle biolégico de pragas e
fertilizantes organicos como meio essencial para manter a saude do
ecossistema e produtividade das lavouras (PRASAD et al., 2015).

3.4 MECANISMOS EMPREGADOS

3.4.1 Reguladores de crescimento (acido indolacético/ AlA)

Auxinas, acido abscisico, citocininas, etileno, jasmonatos, dentre outros
séo os principais hormdnios que regulam o desenvolvimento vegetal (TAIZ et
al., 2017). Destes, destaca-se o AlA por ser mais abundante e atuando no
aumento da divisdo e diferenciacdo celular. O mesmo € produzido em
diferentes partes da planta como, folhas, caules e sementes através da reacao
de transaminacdo e descarboxilagdo do triptofano, considerado precursor
deste fitohormbnio em bactérias, também pode encontrar-se em exsudados
radiculares (KAUR et al.,, 2016). Estima-se que que 80% das bactérias
rizosféricas produzem AIA (NAVEED et al., 2015). Exemplos de hormonios
de vegetais podem ser demonstrados na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura quimica dos horménios vegetais.

(A) Auxinas (B) Giberelinas (C) Citocininas (D) Etileno

H

= HO M p
AP 25N
5 RN H H
H HN NH
H - % H H
Acido 3-indolacético GAy R=H Z N N X
(ALA) GA; R=OH > >
e / lkN, /

Cinetina Zeatina
b
COH
(E) Acido abscisico (G) Acido salicilico (H) Estrigolactona
GA; R=H
GA; R=0H 0 R 0

(F) Brassinosteroides |,

OH

RJ

> ; )
() Acido jasménico g

o)

)

Brassinolideo

(S)-cis-ABA
(forma ativa de
ocorréncia natural)

HO;

Fonte: TAIZ et al., 2017.



23

As plantas sdo capazes de sintetizar auxinas, porém também
respondem positivamente a aplicacdo exdégena no decorrer de seu
crescimento (NAVEED et al., 2015).

Existem diferentes mecanismos para producdo de AIA, como
mencionado anteriormente, estima-se que cinco vias metabodlicas possam
estar envolvidas na sua sintese, sendo elas: Indole-3-acetonitrila (IAN),
Indole-3-acetamida (IAM), Triptamina (TAM), Triptofano oxidase de cadeia
lateral (TSO) e Indole- 3-piruvato (IPyA). Destas a via Indol-3-piruvato € a
mais elucidada, a qual, o gene ipdC que codifica a enzima indol-3-piruvato
descarboxilase (IPDC) ativaa biossintese do acido-3-indolacético (LIN et al.,
2015). Membros do género Bacillus, Pantoea agglomerans, Burkholderia
phytofirmans, Agrobacterium tumefaciens e Pseudomonas syringae, dentre
outros podem produzir AIA (TABASSUM et al., 2017).

3.4.2 Producédo de amoénia

O nitrogénio (N) € um macronutriente indispensavel a todos os seres
vivos em quantidades elevadas, visto que constitui os &cidos nucléicos,
proteinas (compreende 60% ou mais do N presente em células microbianas e
vegetais) e demais constituintes celulares (VIEIRA, 2017).

Na natureza, o nitrogénio pode ser encontrado na forma de amoénia
(NH3), nitrato (NO3-) ou em gas nitrogénio (N2) (VIEIRA, 2017). Para a sua
absorcao por parte das plantas o mesmo precisa ser fixado, ou seja, absorvido
e combinado em compostos organicos (TORTORA, et al., 2012).

Com um numero diversificado de processos de transformacéo, o ciclo
biogeoquimico do nitrogénio possui a habilidade de utilizar NH3 como fonte
de nitrogénio, apesar de outros conseguirem utilizar NO3—, ou aminoacidos
como exemplo de fontes organicas de nitrogénio. No entanto, ndo é
conhecido nenhum eucarioto que consegue utilizar o N2 diretamente como
fonte de nitrogénio, sendo papel apenas dos chamados “procariotos
fixadores de nitrogénio” (MADIGAN et al., 2016).

Nos sistemas naturais, bactérias fixadoras de nitrogénio podem ser de
vida livre ou viver em simbiose com o vegetal, formando os chamados “nédulos
radiculares”. No entanto, as bactérias de vida livre podem ser encontradas em
grande densidade populacional na rizosfera. Como exemplo, as que realizam

a desnitrificacéo transformando nitrato e outras substancias em gas nitrogénio
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sdo Pseudomonas, Bacillus spp., Paracoccus denitrificans e outros
(TORTORA, et al., 2012).

Reacdes de oxidagdo-  reducao sao estimuladas a
partir das transformagdes do N, a partir das quais micro-organismos
adquirem energia para atividades relacionadas ao seu metabolismo. O N é
fundamental na nutricAo mineral de plantas, assim, seu papel para altas
produtividades é essencial. No entanto, a eficiéncia de assimilacdo de N por
parte das plantas ndo é elevada, grande parte deste elemento é perdido no
ambiente. Até 2050, de acordo com o crescimento populacional que pode
chegar a 9,1 bilhdes, a demanda por alimentos deve aumentar em 70%,
entdo preocupacdes com estas perdas tem tomado maiores proporgdes
(VIEIRA, 2017).

Como mencionado anteriormente, o nitrogénio ndo € assimilado
diretamente pelas plantas, assim, fertilizantes agricolas podem ser aplicados,
gue sao compostos de nitrogénio fixados industrialmente por processos fisico-
quimicos (TORTORA et al., 2012). Porém, um grande desafio na utilizacédo de
fertilizantes agricolas nitrogenados é na baixa eficiéncia de sua assimilacéo
pelas plantas, chegando a cerca de 30-40%. Isto acontece porque ocorre
transformacdes deste elemento no solo, e 0 mesmo pode ser perdido para o
ambiente por intermédio da amoénia que € extremamente volatil, ou até mesmo
lixiviacdo do nitrato e emisséo de N2, N2O e de outros Oxidos de nitrogénio
(VIEIRA, 2017).

Deste modo, impactos ambientais podem ser atribuidos a acidificacao,
eutrofizacdo e aquecimento global prejudicando 0s ecossistemas como um
todo. Impactos na saude humana também podem ser observados tendo como
exemplo, o cancer e problemas respiratérios a partir da contaminacdo de
corpos hidricos com nitrato. Além disso, o processo de transformacdo de N2
em amoOnia em sistemas industriais envolve a queima de combustiveis fosseis
(VIEIRA, 2017).

Uma das alternativas sustentaveis preferem mais nitrato para a
utilizacé@o de fertilizantes industriais é a inoculacédo de bactérias fixadoras de
nitrogénio que substitui 100% a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados. No
Brasil, esta utilizacdo € descrita como bem-sucedida, associacdo destas

bactérias com leguminosas e ndo leguminosas como, soja, milho, cana de



25

acucar como sucesso de adubacdo nitrogenada, arroz € bem conhecido
(VIEIRA, 2017).
3.4.3 Producéo de celulases

Micro-organismos heterotroficos do solo sdo bem representados e
grandes populacdes compostos por bactérias aerdbias e anaerdbias, fungos e
actinobactérias, os quais, possuem a capacidade de degradar o polissacarideo
celulose (DIONISIO et al., 2016), presentes na cuticula e parede celular
vegetal (priméria e secundaria) (TAIZ et al., 2017). Estes micro-organismos
celuloliticos, podem decompor a celulose como forma de obtencéo de fonte de
carbono e energia (DIONISIO et al., 2016).

Do ponto de vista comercial, as bactérias tem ganhado destaque pela
grande producéo de enzimas, devido as suas caracteristicas fisiologicas como
a existéncia de complexos multienzimaticos, elevada taxa de crescimento e
estabilidade em condicdes adversas (LADEIRA et al., 2015).

A atividade celulolitica compde um dos mecanismos indiretos que
promovem o crescimento vegetal (TAIZ et al., 2017) ja que facilitam a
decomposicdo de substratos residuais de culturas vegetais, favorecendo a
ciclagem de nutrientes (SINDHU, 2001; HAMEEDA, 2006). Trés principais
grupos de celulases sdo descritos como participantes da hidrélise, séo eles:
endoglucanases, betaglucosidase, cellobiohydrolase ou hexoglucanase
(DIONISIO et al., 2016).

Conforme aborda Vimal et al., (2016), ao longo dos anos bactérias com
atividades celuloliticas tém sido isoladas e caracterizadas permitindo a
aquisicdo por intermédio de diversas fontes como solos, matéria organica,
materiais vegetais em decomposicao, dentre outros. Cellulomonas e Bacillus
sp. (Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. parabrevis, B. cereus, dentre outros)
tém sido reportados pela producdo de diversas enzimas extracelulares
capazes de hidrolisar polissacarideos, os quais incluem a celulase (LADEIRA
et al., 2015; DIONISIO et al., 2016).

3.4.4 Exopolissacarideos

Dentre os beneficios de utilizacdo de micro-organismos rizosféricos
também podemos incluir a capacidade de producdo de exopolissacarideos
extracelulares (EPS), que sdo polimeros extracelulares de alto peso molecular

sendo sintetizados durante o metabolismo microbiano e sdo secretados no
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ambiente (SILAMBARANSSAM et al.,, 2019) como resposta ao estresse
fisiologico, os quais participam do desenvolvimento do biofiime (MARSAVI,
VISSCHER; MARTINEZ, 2010). Sua composicdo € essencialmente de
monossacarideos e determinados elementos ndo- carboidratos como: acetato,
acidos humicos, acidos nucléicos, fosfolipidios, glicoproteinas, proteinas e
succinato (SILAMBARANSSAM et al., 2019).

EPS estdo associados também a producdo e manutencao de biofilme,
estes polissacarideos de superficies facilitam a ligagdo dos micro-organismos
a superficies solidas (MADIGAN et al., 2016), inclusive a plantas, permitindo a

sua colonizacdo. Além disso, polimeros extracelulares produzidos por micro-

organismos podem ligar-se a céations, como por exemplo Na*, diminuindo a
absorcao desta molécula por parte das plantas, evitando assim, o estresse
salino (GEDDIE et al., 1993).

Conforme Liu et al., (2016), muitos micro-organismos endofiticos como
bactérias e fungos séo reportados como 6timos produtores de EPS. A aptidao
de colonizacdo bacteriana a superficies como as raizes de plantas possui
varias vantagens, plantas estdo naturalmente expostas a condicbes do meio
ambiente, como por exemplo, o estresse hidrico que pode alterar as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas do solo, tornando-o um ambiente
instavel para as culturas bem como para a atividade microbiana, uma vez que,
o suprimento de &gua adequado regula a producdo e o consumo de
polissacarideos por parte das bactérias, o qual influencia indiretamente na
estrutura do solo. Além disto, EPS podem proteger 0s micro-organismos de
altas temperaturas e radiacdo ultravioleta (LIU et al., 2016).

Como promotores de crescimento vegetal, tais micro-organismos
podem ainda otimizar a permeabilidade do solo ao manter sua agregacao,
permitindo o acumulo de &gua na rizosfera, promovendo o aumento da
absorcao de nutriente e protecdo consequentemente protegendo o vegetal do
estresse hidrico (SANDHYA et al., 2009).

Como enfatizam Ibrahim et al., (2016) dentre os Bacillus, varias cepas
de B. subitilis ttm sido documentadas pela producéo de exopolissacarideos e
diversos produtos do metabolismo secundario. Além de membros do género

Bacillus, EPS tém sido encontrados em biofilmes formados por Paenibacillus
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(MARSAVI; VISSCHER; MARTINEZ, 2010), Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, dentre
outros (MORIKAWA et al., 2006; RYDER et al., 2007).

3.4.5 Controle biolégico

Cerca de 2,5 milhdes de toneladas de agroquimicos sao utilizados em
todo o mundo, e s6 no Brasil, 0 consumo anual supera 300 mil toneladas. A
estimativa de consumo destes superou 700% nos ultimos quarenta anos, ja a
area de atividades agricolas aumentou cerca de 78% neste mesmo periodo
detempo (EMBRAPA, 2019).

Além de fertilizantes industriais, pesticidas quimicos também podem ser
evitados com alternativas sustentaveis através das atividades antagbnicas aos
patégenos de culturas vegetais, sendo um método indireto proposto por micro-
organismos rizosféricos. Estes, podem diminuir ou erradicar a incidéncia de
fitopatologias por fungos e bactérias (FERREIRA et al., 2019). Além disso,
preserva 0s ecossistemas naturais e seus recursos, e traz resultados positivos
na qualidade da lavoura (EMBRAPA, 2019).

Tais agentes sustentaveis podem ser atribuidos ao termo “controle
bioldégico”, que tem como principio o controle de pragas de forma natural por
agentes biolégicos, sem trazer riscos a saude da populacéo, aos alimentos e
ao ambiente (EMBRAPA, 2019).

Segundo Beneduzi et al., (2012) rizobactérias possuem essas
atribuicbes por diferentes mecanismos como: producdo de enzimas
hidroliticas, producédo de antibiéticos e sideroforos, competicao por nutrientes,
modulacéo dos niveis de etileno propiciado por infeccdo patogénica.

Numerosos géneros tém sido exemplificados como bons antagonistas
a fitopatbgenos como Agrobacterium radiobacter contra a galha causada por
Agrobacterium tumefacicus (AGEITEC, 2019), além de outros géneros como:
Azopirillum, Pseudomonas, Coniothyrium, Serratia. (FERREIRA et al., 2019)
Paenibacillus, Trichoderma, Bacillus séo relatados como micro-organimos com
atividade antagobnica satisfatéria tanto em condi¢cdes de campo como em
laboratério (PANE et al., 2012)

Ademais, como destaca Fira et al., (2018), Bacillus contam com 5 a 8%
do seu genoma para sintese de metabdlitos secundarios e enzimas

hidroliticas. Dentre as principais moléculas bioativas podem ser destacadas
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peptideos e lipopeptideos de origem nédo ribossémica, além de policetideos,
bacteriocinas e sideroforos. Tais lipopeptideos contam com um aparato
complexo de biossintese catalisada por sintetases peptidicas né&o
ribossémicas (NRPSs), bem como complexos enziméticos modulares, que
conferem atividades inibitorias frente a fitopatégenos.

Dessa forma, Bacillus s&o potenciais micro-organismos que podem ser
utilizados para atividades de biocontrole, por mecanismos como antibiose
peptideos antimicrobianos, ou até mesmo por induzir respostas de defesa por
parte da planta em situacfes de disputa por nutrientes e espaco (SOLANKI et
al., 2013). Portanto, Bacillus podem ser considerados 6timos biopesticidas
(SHAFI et al., 2017).

3.4.6 Solubilizacéo de fosfato

O fosforo (P) é um dos elementos quimicos de suma importancia na
composigao celular, o mesmo é essencial para a sintese de &cidos nucléicos
e fosfolipideos, e comumente é disponibilizado para a célula como fosfato
(PO4?) (MADIGAN et al., 2016). Porém, a forma pela qual é disponibilizado
(fosfato insoltvel) nem sempre € assimilavel pelos seres vivos, sendo assim,
o papel dos micro-organismos fundamental para converter este elemento em
formas assimilaveis (TORTORA et al., 2012).

Formas insolUveis podem ser encontradas na forma de fosfato tricalcico
(CasP0a4)2, fosfato ferroso (FesPOs) e fosfato de aluminio (AIPO4) que podem
ser convertidos por micro-organismos solubilizadores de fosfato na sua forma
soluvel (P) (SHARMA et al., 2013).

Diferentes mecanismos sao relatados para que a atividade de
solubilizagédo possa ocorrer, séo eles: A liberagdo de enzimas extracelulares,
como as fosfatases que solubilizam o fosfato orgénico; liberacdo de acidos
organicos; transportadores de fosfatos na membrana plasmatica: sideréforos
prétons, ions hidroxila, protons e CO2; bem como liberacdo de P conforme o
substrato seja degradado, ou seja, mineralizacéo biologica de P (SHARMA et
al., 2013; TAIZ et al., 2017).

O P é um macronutriente de maior limitacdo especificamente para os
vegetais, uma das causas € a baixa disponibilidade no solo da maior parte do

planeta, onde a maior parte é fixada ou o proprio solo sofreu um processo de
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desgaste. A grande limitacdo de utilizar fertilizantes industriais é a fonte de
obtencao do fosfato, o fosfato de rocha, o qual € um recurso natural limitado.

Além disso, mesmo com a utilizacdo de fertilizantes quimicos, o
fosforo torna- se fixo ou sofre processo de lixiviagdo para corpos hidricos
superficiais e subterraneos causando danos ao meio ambiente (KOCHIAN,
2012). Exemplos de bactérias com esta capacidade de solubilizacdo séo
géneros como: Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, dentre outros (FERREIRA
et al., 2019).
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4.1

MATERIAIS E METODOS
MICRO-ORGANISMOS

Foram selecionadas 12

linhagens de Bacillus spp.

30

isoladas,

preservadas em 6leo mineral pertencentes a Colecdo de Cultura de Micro-

organismos (UFPEDA) do Departamento de Antibidticos (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacédo das linhagens de Bacillus sp. pertencentes a Colecao de Cultura de
Micro-organismos (UFPEDA).

Micro-organismos Registro

Bacillus sp. UFPEDA - 108
Bacillus subtilis UFPEDA- 404
Bacillus subtilis UFPEDA- 434
Bacillus subtilis UFPEDA- 439
Bacillus pumilus UFPEDA- 444
Bacillus pumilus UFPEDA- 445
Bacillus pumilus UFPEDA- 448
Bacillus sp. UFPEDA- 462
Bacillus amylolequefaciens UFPEDA- 485

Bacillus sp. Arl6

Bacillus sp. Arl8

Bacillus sp. Ar29

UFPEDA- 1060B
UFPEDA- 1061B

UFPEDA- 1062B

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

As linhagens foram reativadas em Caldo Nutritivo (CN) as quais foram

incubadas por 24 horas a 37° C e 150 rpm em mesa agitadora. Ap0Os este

periodo, as mesmas foram semeadas e isoladas em placa de Agar nutritivo

(AN) para serem mantidas em geladeira a 10°C.

4.2 dentificagdo bioquimica

A identificacdo através de provas bioquimicas foi realizada de acordo

com Koneman e Allen (2008) e De Vos e Garrity (2009). Os isolados foram

cultivados a 37 °C por 24 horas e posteriormente, submetidos aos testes de

coloracao de Gram, e em condic¢des de incubacédo a 37° C realizou-se os testes
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de catalase, citrato, oxidacao-fermentacdo, Voges- Proskauer, manitol,

fenilalanina, arabnose, tolerancia ao NacCl, indol e motilidade (SIM).

43 EXTRACAO DO ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) E
AMPLIFICAC;AO DO GENE 16SrRNA

A extracdo de DNA total foi realizada segundo a metodologia descrita
por Sambrook e Russel (2001) com adaptacdes. Apos cultivo de células por 6-
16 horas em caldo Luria-Bertani (LB), a 37° C e 150 rpm em mesa agitadora,
1,5 mL de cada amostra foi centrifugada a 10 000 rpm por 5 minutos, sendo o
sobrenadante descartado. A massa celular foi ressuspendida em TEG (Tris-
HCI 25 Mm, pH 8,0, EDTA 10 mM, glicose 50 mM) ao qual foram adicionados
lisozima (4 mg.L?), solugcdo de RNAse (20 mg/mL). As amostras foram
incubadas em banho maria a 37° C por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se
SDS (Solucao de dodecilsulfato de sédio 10%) e proteinase K (150 pg/ mL).
As amostras foram incubadas novamente ao banho maria por 15 minutos a
65° C.

Apés esse periodo, as mesmas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo novo e esterilizado.
Posteriormente, foi adicionado clorofil 24:1 v/v (cloroférmio + alcool isoamilico).
A amostra foi centrifugada a 6.000 rpm por 3 minutos e a fase aquosa
resultante foi transferida para outro microtubo. Em seguida adicionou-se
lentamente acetato de sddio 3 M, pH 5,2. Logo apds 0,6 V de isopropanol (P.A)
foram adicionados homogeneizando o conteddo. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm.

O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol (70%) e
centrifugados por 3 minutos a 10.000 rpm. Foi descartado o sobrenadante e
apo6s a secagem do pellet, foi incorporado tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM). A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, utilizando tampao de amostra e o DNA extraido.

Posteriormente, realizou-se a amplificagdo do gene 16S rRNA pela
técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) utilizando oligonucleotideos
universais para Eubacteria 27F (5-11GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3) e
1492R (5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT- 3), fazendo uso de, para cada
reacdo: DNA (40 ng), tampéao (10x), Cloreto de magnésio (MgCl2) (50 mM),

Desoxirribonucleotideos Fosfatados (DNTp — 10 mM), Oligonucleotideos
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diretos (Oligod) e reversos (Oligor) (25pmol/L) agua destilada esterilizada e
Tag DNA polimerase (50 U/ pL, 500 U). As condicbes utilizadas no
termociclador para amplificacdo foram: Desnaturacgéo inicial a 94 °C por 5
minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 minutos, anelamento a 52
°C por 45 minutos, extenséo a 72 ° C por 2 minutos e extenséo finala 72 ° C
por 5 minutos.

4.3.1 Purificagcdo e sequenciamento do DNA

Apéds a amplificacdo do gene 16S, para a purificacdo do produto de PCR
utilizou-se o GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific) seguindo a
orientacdo do fabricante, com o seguinte procedimento: Em uma coluna, o
produto de PCR foi adicionado ao buffer de ligagéo (1:1 v/v). A amostra foi
centrifugada por 60 segundos, posteriormente a mesma foi submetida ao wash
buffer (concentrado). Centrifugou-se em dois ciclos de 60 segundos e apos
estes procedimentos adicionou-se tampéao de eluicdo (10 mM Tris-HCI, pH:
8,5), deixando por 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a
concentragcdo da amostra foi quantificada utilizando o NanoDrop.

Apdés a quantificacdo da concentracdo da amostra, realizou-se 0
sequenciamento da mesma no Laboratério de Genética Molecular Humana
(LGMH/ UFPE) para a realizacdo do sequenciamento. A sequéncia foi
comparada com as sequéncias do Genebank, utilizando o software Blast do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nml.nih.gov).
O alinhamento da sequéncia foi realizado com software Clustal W e a arvore
filogenética construida utilizando Mega 6.0. A topologia foi avaliada pela
analise de bootstrap.

4.4 IDENTIFICAQAO PROTEOMICA POR Matrix-Assisted Laser
Desoption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOFF)

A identificacdo protedmica foi realizada no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), utilizando o espectrometro de massa
para ionizacdo de proteinas ribossomais e estruturais a partir das bactérias
cultivadas em agar LB por 24 horas e incubadas a 30 °C, pela técnica de
MALDI-TOF MS, de acordo com Lima-Neto et al. (2014), com modificagdes.

Fragmento de células (cerca de 50 pg) foram diretamente transferidos
do meio de cultura para os anéis (spots) da placa em metal polido (Polished

Steel Target, Bruker Daltonics, Bremem, Germany) do equipamento (MALDI-



33

TOF MS Autoflex Ill, Bruker Daltonics, Bremem, Germany) em quadruplicata.
Imediatamente, foi adicionado sobre dois spots com as amostras de bactérias
0,5 pL de acido férmico a 70% e misturado levemente com o material biolégico.

Apés a total evaporacdo do meio liquido, foi adicionado 1 pL da solugéo

matrix acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) (75 mg/mL de acido a-ciano- 4-

hidroxicinamico (CHCA) em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de

acido trifluoroacético [TFA]) e levemente misturado. Para os outros dois spots,

a adicdo da solucao matrix foi realizada sem tratamento prévio com acido

formico.

A variacdo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando
modo linear com pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais
foram gerados através da soma de 300 tiros de laser acumulados por perfil e
8 perfis produzidos por amostra, levando a um total de 2.400 disparos de laser
somados por espectro. A lista de picos foi exportada ao software MALDI
Biotyper™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Germany) onde as identificagbes
finais foram baseadas através da presenca ou auséncia de cada pico no
espectro.

45 SELECAO DO MICRO-ORGANISMO COM CARACTERISTICAS DE
PROMOTOR DE CRESCIMENTO VEGETAL E BIOCONTROLE DE
FUNGOS E BACTERIAS FITOPATOGENICAS

4.5.1 Producéo de acido indolacético (AlA):

A analise da producéo e concentracdo de acido indolacético foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Ali et al. (2009) e Lins (2014) com
algumas modificagdes.

Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo 5 mL de

Caldo Luria Bertani (LB) e cultivados a 37 °C por 24 horas. Em seguida,

preparou-se uma Suspensao 108 UFC/mL com solugao salina (0,9%) e
densidade dtica (D.O) analisada em espectrofotbmetro. Posteriormente,
inoculou-se 1 pL da mesma em 1 mL de caldo LB suplementado com 5 mM de
L-triptofano, os quais foram cultivados no escuro a 37 °C e 120 rpm. Apos 24,
48 e 72 horas todas as amostras foram centrifugadas em microtubos e ao
sobrenadante adicionou-se o reagente de Salkowski (FeCI3 0,02 mol/L e
H2S04 10,8 mol/L) na propor¢ao de 1:4 v/iv (MARCHIORO, 2005).
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As amostras foram mantidas no escuro durante 30 minutos e em
seguida realizou-se a leitura qualitativa pela observacdo da mudanca de
coloracéo e leitura quantitativa em D.O de 530 nm em espectrofotdmetro. Os
experimentos foram realizados em triplicata e uma curva-padrao foi construida
em concentragcdes conhecidas de AIA comercial (Vetec): 0,625; 1,25; 2,5; 10,5;
20,0; 40,0; 80,0; 160 pg/mL. Como controle positivo, utilizou-se a linhagem
Pantoea agglomerans UFPEDA- 774, e como controle negativo, apenas o
meio de cultura suplementado com L-triptofano ha mesma concentragdo sem
crescimento microbiano.

4.5.2 Avaliacdo da producédo de ambnia

A avaliacdo da producao de amonia foi realizada segundo a metodologia

descrita por Cappuccino e Sherman (1992), Lins (2014). Inicialmente, culturas

foram ajustadas a uma concentracdo de 108 UFC/mL (conforme descrito
anteriormente) e 4 uL da suspensdo foram inoculados em 4 mL de agua
peptonada, em triplicata e incubadas a 28 °C por 48 horas.

Apoés a incubacao, 1 mL de cada cultura foi centrifugada a 10.000 rpm
por 10 minutos em microtubos com capacidade de 2.0 pl, 50 pl do reagente de
Nessler foram adicionados em cada microtubo. Apés a adicao do reagente, 0
desenvolvimento de uma cor amarela indica baixa producdo de aménia e uma
coloracdo marrom indica alta producédo (DEY et al. 2004). Os niveis de ambnia
produzidos foram mensurados em D.O de 450 nm em espectrofotometro.
Como controle positivo, foi utilizado a linhagem P. agglomerans UFPEDA- 774
e como controle negativo, apenas o meio de cultura com a adicdo do reagente
de Nessler. Para quantificacdo da aménia produzida, realizou-se uma curva-
padréo com sulfato de amoénio (NH4)2.SO4 nas concentracdes de 10, 20, 30, 40
e 50 pg/mL.

4.5.3 Producéo de celulases
A investigacao da producgéo de celulases seguiu a metodologia descrita

por Kasana et al. (2008), desta maneira, 5 pL de uma suspenséao contendo
108 UFC/mL foram inoculadas, em quadruplicata, no meio carboxymethyl
celulose (CMC) composto por 0,2% NaNO3; 0,1 % K2HPO4; 0,05% MgS0O4;
0,05% KCI; 0,2% sal de carboxymethyl celulose; 0,02% peptona
bacterioldgica; 1,7% agar.As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas e
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reveladas utilizando iodo P.A na tampa da placa de Petri por 5 minutos. O
indice celulolitico (IC) foi calculado com base na razdo entre o diametro do
halo e o diametro da colénia (TEATHER and WOOD, 1982).

4.5.4 Producédo de Exopolissacarideos

As amostras foram previamente cultivas em meio AN por 24 horas a

37°C. Posteriormente, realizou-se 0 ajuste de concentracéo a 108 UFC/mL a
partir de uma suspensao preparada com solucédo salina (0,9%) e ajustada em
espectrofotometro.

Logo apéds, cada suspensdao com o0 respectivo micro-organismo foi
inoculada em discos de papel (5 mm de diametro) esterilizados e dispostos no
meio de cultura (2% extrato de levedura; 1,5% K2HPO4; 0,02% MgSO4;
0,0015% MnSO4; 0,0015% FeSO4; 0,003% CaCl2; 0,0015% NaCl; 1,5%
agar) modificado com adicdo de 10% de sacarose em placas de Petri, e pH
ajustadoa 7,5. Em seguida incubou-se as placas por 48 horas a 37 °C, e a
producdo de exopolissacarideos (EPS) foi analisada através da observacéo
de um halomucoide ao redor de cada disco de papel.

A confirmacdo foi realizada através da adicdo de uma alcada da
substancia mucoide presente no halo em 2 mL de etanol absoluto P.A, deste
modo, a formacdo de um precipitado confirma a presenca de
exopolissacarideos (PAULO et al., 2012).

455 Deteccao da solubilizacao de fosfato inorganico

Aliguotas de 100 pl de cada linhagem de Bacillus spp. com

concentracdo previamente ajustada a 10 8 UFC/mL foram inoculadas em 10
mL de meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999) e incubados a 28 °C.

Apos 168 horas, 1 mL do inoculo foi centrifugado a 10.000 rpm por cinco
minutos. Em seguida, 29 pl do sobrenadante foram transferidos para pocos
nas placas de microtitulagdo contendo 114 pL de agua destilada e 57 pL do
reagente vanado-molibdico (5% molibdato de ambnio + 0,25% de vanadato de
amonio na proporgdo de 1:1 v/v). Observou-se a mudanca colorimétrica do
meio com coloracdo esbranquicada para amarelo em amostras positivas e
realizou-se a leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 420
nm (BARTON, 1948; MALAVOLTA et al., 1997).
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Os experimentos foram realizados em triplicata e a linhagem P.
agglomerans UFPEDA 774 foi utilizada como controle positivo. Uma curva
padréo foi construida com concentrac¢des de 1.0, 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 10
mg/mL de KH2POA4.

4.5.6 Ensaios de biocontrole para fungos e bactérias fitopatogénicas

Para os ensaios de biocontrole foram utilizados micro-organismos
fitopatogénicos de culturas agricolas pertencentes a Colecdo de Cultura de
Micro-organismos (UFPEDA) do Departamento de Antibioticos e da Colegéo
de Culturas Micoteca URM do Departamento de Micologia do Centro de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 2).

Tabela 2 — Micro-organismos fitopatogénicos teste.

Micro-organismos
Colletotrichum sp. (UFPEDA -

2420)
Fungos Colletotrichum atramentarium

(URM - 2597)

Fusarium oxysporum (URM -4117)
Fusarium oxysporum (URM —-5283)

Fusarium solani (URM
5903)
Bactérias Xanthomonas
campest
ris

(UFPEDA - 585)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A atividade antimicrobiana utilizando fungos sera verificada pelo teste
de antagonismo direto, de acordo com Rocha et al., (2017) e Chen et al.,
(2019):
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Inicialmente os fungos foram cultivados em placa de Petri com meio
BDA (batata dextrose agar), com pH ajustado a 6.0, por 4-6 dias a 30 °C. Em
seguida um plug do micélio foi retirado e inoculado em uma placa de Petri (90
mm de diametro) com meio BDA nas mesmas condi¢bes do cultivo inicial.
Emseguida, 2 pL de suspenséo bacteriana de Bacillus spp. (as cepas foram

cultivas a 30 °C por 24 horas em meio BDA, com pH ajustado a 6.0) definida

a 108 UFC/mL foram inoculadas a 25 mm do centro da placa onde o plug do
micélio estava inserido. As amostras em triplicata foram cultivas por 6 dias em
estufa de 30 °C. Subsequentemente, a porcentagem de inibicdo do
crescimento fangico foi calculada.

A atividade antimicrobiana de Bacillus sp. contra X. campestris foi
determinada pelo método de difusdo em agar. Assim, uma suspensao de
células bacterianas de X. campestris, cultivada em meio YMA por 24 horas a
30 °C, foi preparada com agua destilada esterilizada em uma concentracdo
celular equivalente ao padrdo numero 5 da escala de McFarland (em torno de
10° células/mL). Em seguida, inoculou-se 100 pL desta suspensdo em placas
de Petri esterilizadas e sobre essa suspenséao foi adicionado 10 mL de meio
YMA ainda liquefeito, numa proporcao de 1% v/v em relacdo a suspensao.

Apos a solidificacdo do meio YMA, uma aliquota de 1 pl de cada cultura
de Bacillus, crescido em Caldo nutriente (CN) por 24 horas a 37°C, foi
adicionado em trés pontos na superficie do meio de cultura. As placas foram
incubadas a 37 °C por 12 horas, para que os Bacillus spp. obtivessem
crescimento antes da X. campestris. Apds esse periodo, as placas foram
deixadas por mais 24 horas a 30 °C, temperatura ideal de crescimento da X.
campestris. A leitura dos resultados foi feita medindo-se o diametro total do
halo de inibicdo menos o diametro da colbnia dos Bacillus spp. Este
procedimento foi realizado em triplicata e o resultado, equivalente a média dos
trés valores obtidos, foi expresso em atividade antimicrobiana (mm)
(MONTEIRO, 2002).

4.5.7 Deteccao da producao de fosfatases

A producéo de fosfatases das cepas de Bacillus foi observada por meio

da metodologia de Romeiro (2007), Ribeiro et. al (2012) e Lins (2014). Uma

solucéo a 0,5% de difosfato de fenolftaleina foi preparada e esterilizada por
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filtracio em membrana (0,22 pm). Dois mililitros desta solucdo foram
adicionados a cada 100 mL de meio de cultura Trypticase soy agar (TSA)
ainda liquefeito e mantido a 50 °C. O meio de cultura foi homogeneizado e
vertido em placas de Petri. Os isolados bacterianos foram inoculados em
guatro pontos da superficie do meio, seguido de incubacao por 24-48 horas a
28 °C.

Para revelacéo, gotas de hidréxido de amonio (8,4%) foram depositadas
na tampa da placa de Petri e a leitura foi efetuada ap6s 15 minutos. A
evidenciacédo da producéo de fosfatases se deu pela formacdo de uma zona
rosa ao redor das colbnias.

4.5.8 Identificacdo e quantificacao de &cidos organicos

Para a deteccdo de &cido indolacético (AIA), os isolados foram
inoculados em tubos de ensaio contendo dez mililitros (mL) de Caldo Luria
Bertani (LB) e cultivados a 37°C por 24 horas. Em seguida, preparou-se uma
suspensdo 108 UFC/ mL com solucgédo salina (0,9%) e densidade é6tica (D.O)
analisada em espectrofotobmetro, posteriormente, inoculou-se 100 pL da
mesma em 10 mL de caldo LB suplementado com 5 mM de L-triptofano, os
guais foram cultivados no escuro a 37°C e 120 rpm por 72 horas (ALI et al.,
2009; Lins, 2014).

Para a deteccdo dos demais acidos (acético, butirico, citrico, latico),
aliquotas de 100 puL das suspensdes de cada linhagem de Bacillus spp. com
concentragdo previamente ajustada a 108 UFC/mL foram inoculadas em 10 mL
de meio NBRIP e incubados a 28°C por 168 horas (NAUTIYAL,1999).

Decorrido o tempos de cultivo mencionados todas as amostras foram
filtradas, e a determinacdo dos acidos organicos foram realizadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; em inglés: High Performance
Liquid Chromatography, HPLC), equipado com uma bomba quaternaria,
acoplado a um sistema degaseificador (DGU-20A5r), com um forno para
controlar a temperatura da coluna, esta fixada em 28 °C, e um injetor
automatico (20 pL injecdo), com um detector por arranjo de diodos (SPD-
M20A), trabalhando em uma faixa que vai de 190-800nm. O software utilizado
foi o LC-Solutions fabricado pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan). A

coluna usada no método foi de troca i6nica de 300mm x 7,8mm X 9 um
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(Aminex® HPX-87H, Bio-Rad, USA). A eluicdo foi feita isocraticamente com
fase movel composta de H2SO45mM, com fluxo de 0,6 mL/min.

Para a determinacdo das concentracdes de acidos, uma curva padrédo
foi construida relacionando as concentracdes individuais padrdes de cada
acido com as areas de picos geradas pelo equipamento.

46 TESTE ESTATISTICO PARA SELECAO DA(S) LINHAGENS(NS)
COM MAIOR POTENCIAL EM PROMOVER O CRESCIMENTO VEGETAL

A investigacdo foi realizada utilizando Grafico em Radar do Microsoft
Office Excel 10 relacionando a producdo de AIA, amoénia, celulases,
exopolissacarideos, solubilizacdo de fosfato, atividade antimicrobiana e
producéo de fosfatases.

O mesmo tendo como objetivo selecionar as cepas com maior potencial
em promover o crescimento vegetal por estes mecanismos para extracao e
identificacdo de acidos organicos e posterior realizacdo do teste de

germinacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Bacillus spp.
5.1.2 Identificacdo bioquimica e morfoldgica

Diante dos resultados de coloracdo de Gram, foi possivel observar que
todos os Bacillus spp. deste estudo (12) séo caracterizados como Gram
positivos. E acordo com as caracteristicas de cada teste proposto, para as

provas bioquimicas, podemos observar os seguintes resultados na Tabela 3:
Tabela 3 — Resultados das provas bioquimicas realizadas com todas as linhagens de
Bacillus. M: Manitol; Ci: Citrato; Ca: Catalase; O/F Oxida¢&o/ Fermentacao, V: Voges-

Proskauer; Fe: Fenilalanina; H: Hidrélise do amido; 7% e 5%: NaCl; Mo: Motilidade; +:

Positivo.
Bactérias M Ci Ca OF V Fe H 7 5 I Mo
% %

Bacillus sp. - - + + + - - * + -+
UFPEDA 108
B. subtilis + + + + + - + + * . ;
UFPEDA 404
B. subtilis + + + + + - + + * . .
UFPEDA 434
B. subtilis + + + + + - + + * . ;
UFPEDA 439
B. pumillus + - + + - - - + * - .
UFPEDA 444
B. pumillus + - + + - - - + * ) )
UFPEDA 445
B. pumillus + - + + + - + o+ * } -
UFPEDA 448
B. pumillus + - + + + - - % + - -
UFPEDA 462

B. + - + + + - + 4+ * - -

amylolequefacie
ns UFPEDA 485
Bacillus sp. Ar - - + + + - + * + -+

16 (UFPEDA
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1060B)
Bacillus sp. Ar - - + + + - + % + -+
18 (UFPEDA

1061B)
Bacillus sp. Ar - - + + + - + % + -+
29 (UFPEDA

1062B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

As provas bioquimicas constituem um método que contribui para
identificacdo de micro-organismos. A forma pela qual € possivel identifica-las
tem como o resultado das variadas vias metabdlicas para obtencéo de energia
e especificas enzimas que degradam substratos para obtencdo de energia.
Sendo assim, o resultado visual de cada teste é de extrema importancia para
identificacédo (LEAL et al., 2016).

Diante dos resultados apresentados na Tabela 1, é possivel observar
gue a porcentagem de similaridade das cepas analisadas com o perfil
bioquimico apresentado no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (DE
VOS; GARRITY, 2009), apontou valores de 73% e 90,9%.

Existe uma variedade de espécies dentro do genéro Bacillus, e apesar
das técnicas de identificacdo estarem acessiveis ha muito tempo (LOGAN et
al., 1984; ASH et al., 1981), sua identificacdo ainda € questionada devido as
suas peculiaridades fenotipicas e genéticas diversas. Assim, nas trés ultimas
décadas, o sistema de classificacdo tem sido revisado. Espécies tém sido
consideradas como Gram positivas e algumas como Gram negativas
(STAROSTIN et al., 2015).

E possivel citar como exemplos o isolamento de algumas espécies em
géneros recentes, como: Aneurinibacillus, Alicyclobacillus, Brevibacillus,
Paenibacillus, dentre outros. Além disto, Bacillus cereus, B. anthracis e B,
thuringiensis sdo muito similares geneticamente, diferindo pela sua
patogénese. Outro destaque importante é a similaridade entre B. subtilis
subsp. subtilis, Bacillus atrophaeus, B. amyloliquefacienes, B. licheniformis,
dente outros. Portanto, a identificagdo por provas bioquimicas e moleculares
torna-se de suma importancia (STAROSTIN et al., 2015).
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5.1.2 Extracdo de acido desoxirribonucléico (DNA) e amplificacdo do
gene 16SrRNA

A partir do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, foi possivel

identificar, até o momento, a cepa Bacillus sp. Ar 16. Através do grau de

similaridade, a mesma caracteriza-se como Bacillus cereus, como € possivel

observar na Tabela 4:
Tabela 4 — Linhagem mais proxima a cepa de Bacillus sp. Ar16 (UFPEDA- 1060B) apds

sequenciamento do gene 16S rRNA e analise no GenBank.

Micro-organismo Linhagem mais Similaridade Pares de

préxima base (pb)
Bacillus sp. Arl6 Bacillus cereus 99,86% 1.432
(UFPEDA 1060B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Deste modo, a partir dos dados obtidos e andalise de sequéncias
depositadas no GenBank (sequéncia de 1432 bp foi enviada ao GenBank e
atribuido um ndimero de acesso -MW048513), foi possivel a constru¢do da

arvore filogenética, como demonstra a Figura 3.

Figura 3 — Arvore filogenética relativa ao gene 16S rRNA de Bacillus sp. Ar16

(Bacillus cereus 1060B) e sequéncias de referéncia de NCBI. Arvore

95 - CPOG3687.1:2666286-2667093 Bacillus velezensis strain NST6 chromosome complete genome

& MW242718.1:18-813 Bacillus amyloliquefaciens strain Y4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MW405934.1 Bacillus subtilis strain BST18 16S ribosomal RNA gene partial sequence
81

NR 116023.1 Bacillus licheniformis strain BCRC 11702 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 147766.1 Bacillus gobiensis strain FJAT-4402 16S ribosomal RNA partial sequence

MN368164.1 Bacillus pumilus strain SB-28 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 146819.1 Bacillus vini strain LAM0415 16S ribosomal RNA partial sequence

86 NR 145834.1 Bacillus stamsii strain BoGIc83 165 ribosomal RNA partial sequence
7

NR 148626.1 Bacillus cucumis strain AP-6 165 ribosomal RNA partial sequence

MH211143.1 Bacillus sp. (in: Bacteria) strain HY-1 165 ribosomal RNA gene partial sequence

3 — KY982962 1 Bacillus thuringiensis strain CKG2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

100

MN068934.1 Bacillus cereus strain SW9SE 16S ribosomal RNA gene partial sequence
~‘IﬂT3?81461 Bacillus cereus strain 125 gite 16S ribosomal RNA gene partial sequence
7

q
MW048513.1 Bacillus cereus strain Ar16 16S ribosomal RNA gene partial sequence

oo

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Para o sistema de agrupamento de micro-organismos, de forma

filogenética e taxondmica, faz-se necessaria a investigacdo de sequéncias
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compostas por macromoléculas conservadas de determinados genes, como
por exemplo, o RNA ribossomal, mais especificamente a regido 16S, este
sendo bastante conservado em bactérias, constituindo uma ferramenta de
referéncia para identificacdo (LANGE et al, 2011).

Kavamura et al. (2013) realizaram isolamento de micro-organismos da
rizosfera de Cereus jamaracu, e ao utilizar o método de identificacao utilizando
a regido 16S rRNA, obteve o resultado de dez isolados caracterizados como
pertencentes ao género Bacillus, bem como a espécie B. cereus. Ribeiro et
al.,, (2011), utilizando a regido 16S identificou 9 espécies de Bacillus
associados a Araucaria angustifdlia.

5.1.3 Identificacdo protedmica por espectrometria de massa (MALDI-
TOFF)

Ao comparar a lista de picos ao software MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker
Daltonics, Bremem, Germany) de acordo com a biblioteca de dados de perfis
proteicos com espectros de referéncia, o qual mostra isolados que podem
estar relacionados estritamente, foi possivel identificar corretamente até o
momento 4 cepas deste estudo. Estes com scores entre 1,81 a 2,25, de modo
preciso, indicando a confiabilidade da analise, pois, segundo Patel et al.
(2013), quanto maior o score, mais confiavel se torna o resultado. Estes scores

sdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Identificacdo por MALDI-TOFF dos isolados de Bacillus spp. pertencentes a Colegdo de
Micro-organismos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) indicando seus respectivos

scores.

Micro-organismos Identificacéo Score

Bacillus sp. UFPEDA 108 Bacillus 2,12
cereus

Bacillus sp. UFPEDA 462 Brevibacillus 2,25
parabrevis

Bacillus sp. Ar 16 (UFPEDA Bacillus 1,90
1060B) cereus

Bacillus sp. Ar 18 (UFPEDA Bacillus 1,81
1061B) cereus

Bacillus sp. Ar 29 (UFPEDA Bacillus 1,97
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1062B) cereus

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

O uso do MALDI- TOFF ou ionizacao por dessorcdo a laser assistida
por matriz, em inglés MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization),
utilizando a deteccgéo por um analisador do tipo tempo de véo, TOFF (Time of
Flight) (NANOCELL, 2013), tem se tornado um método conhecido e de uso
frequente em laboratérios de pesquisa e clinicos (CAPUTO et al., 2018) por
permitir a identificacdo de perfis proteicos e peptidicos a partir de células
microbianas de modo eficaz e rapido (quando comparado aos métodos
convencionais de provas bioquimicas e etc.), pelo qual, os niveis de género,
espécie e subespécie podem ser identificados (KLIEM; SAUER, 2012).

Starostin et al. (2015) em seu estudo propuseram identificacdo por
MALDI-TOFF e andlise filogenética molecular identificando, assim, cepas de
Bacillus pumillus e B. altiludinis.

Pauker et al. (2018) também utilizaram esta técnica para identificacdo
especifica de cepas de Bacillus anthracis em relagdo a seus géneros
estritamente relacionados obtendo valores de score entre 2,33 e 2,55.

Ulrich et al. (2019) utilizaram o MALDI-TOFF como alternativa rapida
para identificacdo de micro-organismos causadores de doencas transmitidas
por alimentos, utilizando 121 cepas pertencentes a Bacillus spp. e Bacillus
cereus, obtendo um resultado satisfatério de identificacdo de 99,1%.

5.2 PRODUCAO DE ACIDO INDOLACETICO (AIA)

Auxinas e outras biomoléculas sdo produzidas por micro-organismos
guando héa metabolizacdo de nutrientes e producdo de metabdlitos
secundarios em condicdes aerdbicas e anaerdbicas (DO PRADO et al., 2019).
A producao de AIA pode ser observada qualitativamente pela predominancia
de uma coloragdo avermelhada nas amostras apos 24, 48 e 72 horas de

cultivo, indicando a producao da auxina (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Resultados ap6és 24, 48 e 72 horas de cultivo detectando
a presenca de AlA por isolados bacterianos Bacillus cereus
UFPEDA- 108 a Brevibacillus parabrevis UFPEDA- 462 em triplicata.
Amostras representadas pela letra “x” indicam resultado negativo em

uma das triplicatas.

72 horas

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Assim, na presenca do precursor L-triptofano a 5mM, as cepas de
Bacillus foram capazes de sintetizar &cido indolacético. Como demonstrado
anteriormente e na Figura 5.

Figura 5 — Presenca de AlA por isolados bacterianos B.
amyloliquefaciens UFPEDA - 485 a B. cereus Ar 29 (UFPEDA
1062B) em meio LB suplementado com 5mM de L-triptofano apds
cultivo por 24, 48 e 72 horas e adi¢do do reagente de Salkowski

na propor¢éo de 1:4 v/v. C+: Controle positivo.

48 horas )

4
1

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.



46

Quantitativamente foi possivel observar os niveis de AIA produzidos em
24, 48 e 72 horas de cultivo, baseado nos valores de absorbancia medidos em

D.O 530 nm. Previamente, uma curva padréo de AIA comercial (Vetec) nas

concentragdes de 0,625; 1,25; 2,5; 10,5; 20,0; 40,0; 80,0; 160 ug.mL'l, originou
a equacao: y= 70.322x- 3.9259, com R? = 0,9991.

Em 24 horas, as linhagens Bacillus subtilis UFPEDA 404 e Bacillus
pumilus UFPEDA- 444 sobressairam ao controle positivo (Pantoea

agglomerans UFPEDA- 774), apresentando uma producédo de 4,179 e 4,217

Mg. mL"1 respectivamente. No entanto, com 48 horas de cultivo, observa-se
uma maior producédo de auxina por parte de 76,9% dos isolados. Em 72 horas,
destaca-se a producdo do horménio vegetal em B. subtilis UFPEDA- 404 e B.

pumillus UFPEDA- 445, atingindo valores maiores que o controle positivo,
contando com 4,452 e 4,496 ug. mLL, respectivamente (Figura 6).

Figura 6 — Niveis de producédo de AIA em apo6s crescimento das linhagens de
Bacillus sp. em 24, 48 e 72 horas em meio LB. Controle positivo P. agglomerans

representado pelo cédigo “C + 774”.
4,600

4,400

4,200 -

¥ 24 Horas
4,000
B 48 Horas
72 Horas

3,800 -

3,400 - -

108 404 434 435 444 445 448 462 485 16 18 29 C+774

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Niveis de AIA produzidos podem ser influenciados pela expresséo de
genes envolvidos na biossintese do triptofano (trp) e do AlA (iaaH, iaaM, por
exemplo) e também por fatores ambientais (SPAEPEN et al., 2007; BATISTA,
2017).
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Desta forma, a atividade metabdlica e densidade populacional elevada
de bactérias se relacionam ao crescimento bacteriano, uma vez que, 0S
mesmos estdo conectados a fase estacionaria (propicia a producéo de AlA)
da curva de crescimento. Logo, h& sinalizacdo molecular por parte das
bactérias facilitando sua adesédo as raizes e adaptacdo, e sinalizacdo do
vegetal através da producdo de exsudados que auxiliam na colonizacéo
(SPAEPEN et al., 2007).

Producéo de auxina por membros do género Bacillus sp. e Brevibacillus
sp. Ja tem sido relatado em diversos estudos, como abordam Kaur et al.
(2016) e Ferreira et al. (2019).

Ahmed et al. (2010) obtiveram uma maior producdo de auxina por
Bacillus spp. quando o tempo de incubagdo aumentou (a partir de 48 horas).
Lastochkina et al. (2017) demonstraram a producédo de 5,8 pug.mL* de AIA
proveniente de uma cepa de B. subtillis 10-4 cultivada nas mesmas condicdes
deste estudo (Caldo Luria- Bertani suplementado com 1 mg/mL ! de
triptofano). J& Ahmad (2008), menciona resultados similares, com producgéo
de 7,1 ug. mL?, enquanto que Kauar et al., (2016) considera bons niveis de
producdo como de 5 a 13 ug.mL* nas RPCP testadas em seu estudo.

Mumtaz et al., (2017) também mencionaram a producdo de auxinas
por membros do género Bacillus, afirmando que os niveis de hormonios
vegetais produzidos podem ser influenciados também pelas concentracdes
de L-triptofano disponiveis no meio de cultivo bacteriano que em maiores
guantidades, podemproduzir niveis mais elevados da auxina. Além disto, as
condi¢cdes do meio decultura, estagio de desenvolvimento e disponibilidade
de nutrientes também podem influenciar (KAVAMURA et al., 2013).

5.3 PRODUCAO DE AMONIA

Neste estudo, a producdo de amoénia foi detectada em todas as
amostras. Qualitativamente é possivel observar que ha producdo de amonia
pela predominancia da cor amarela apds as amostras serem tratadas com o

reagente de Nessler, como observa-se na Figura 7:
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Figura 7 — Detecc¢édo da produgdo de amodnia apos crescimento dos
micro- organismos em agua peptonada por 48 horas. E possivel
exemplificar a mudanca de coloracdo nas amostras B. cereus UFPEDA -
108 a B. amyloliquefaciens UFPEDA 485 em quadruplicada.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Os niveis produzidos foram quantificados utilizando espectrofotdmetro

em D.O de 450 nm ,e a partir da analise do padrdo sulfato de amoénio foi
elaborada curva padrdo com sulfato de aménio (NH4)2SOa4 nas concentracdes
de 10, 20, 30, 40 e 50 yg.mL-1, a equacdo da reta: y = 143, 59x — 147,33, R?
=0,9797 (Figura 8).

Figura 8 — Niveis de amonia estabelecidos em D.O de 450 nm apés
incubacé@o das amostras por 48 h e adi¢do do reagente de Nessler.

150,60
150,55
= 150,50
£
S
o 150,45
0
g
S 150,40
150,35
150,30
150,25
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Valores de producao de amonia variaram entre 150,37 ug. mL-1 para a
linhagem B. subtilis UFPEDA- 439 e 150,53 pg. mL-1 para a linhagem B.
cereus Arl8 (UFPEDA 1061B), destacando-se pela maior producéo dentre os
testados.

A producdo de compostos volateis, especificamente a producdo de
amonia ja foi verificada em Bacillus como afirmam Banerjee (2010), Kavamura
et al. (2013) e Radhakrishnan (2017), constituindo um método indireto de
controle de crescimento vegetal, ja que interfere em ciclos metabdlicos de
patogenos (NAIN et al., 2012).

Alguns estudos sugerem o uso de Bacillus na fixacdo simbiotica de
nitrogénio em leguminosas e plantas ndo leguminosas, uma vez que, a fixacao
de nitrogénio por intermédio dos mesmos oferece o suprimento de nitrogénio
(N2) adequado a planta de forma direta (ALOO et al., 2018) e a obtencéo de
carbono fixado através dos exsudados radiculares, constituindo uma troca
benéfica entre bactérias e plantas, trazendo resultados positivos para a
agricultura (GOVINDASAMY et al., 2010).

Bai et al. (2003) aborda o uso de Bacillus spp. isolados de ndédulos
radiculares de soja no aumento do crescimento de plantas. Além disso, ha
sugestdes do uso combinado de espécies de Bacillus com outros micro-
organismos por alguns autores que afirmam uma eficiéncia na fixacdo de N2
guando inoculados em diversas plantas, a exemplo: B. megaterium e
Azospirillum lipoferum como alternativa no melhoramento do aporte de
nitrogénio e fésforo em culturas de trigo (EL- KOMY, 2005), a associagao com
Rhizobium em plantacdes de feijao (KORI et al., 2017).

5.4 PRODUCAO DE CELULASES

A capacidade de degradar celulases foi observada em 66,6% das
amostras testadas, das quais, 50% apresentaram indice Celulolitico (IC) = 4,0
mm, destacando-se a linhagem B. cereus Arl8 (UFPEDA 1061B) que
demonstrou IC de 11,66 mm. Valores obtidos a partir da hidrélise celulolitica
através o do didametro do halo podem pressupor o rendimento da enzima e
auxiliar no mecanismo de busca pelos micro-organismos que atuem na
degradacédo da celulose (TEN et al., 2004). Dessa forma, considera-se: (-)
auséncia de producdo, IC<2 (+),2<IC <3 (+4),3<IC <4 (+++), IC 24 (++++)
(KAVAMURA et al., 2013) (Tabela 6).
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Tabela 6 — indice Celulolitico (IC) das linhagens de Bacillus sp. testadas, calculado com

base na razao entre o diametro da colénia e diametro do halo.

Linhagens-teste indice celulolitico (mm)

Bacillus cereus UFPEDA-108 -

Bacillus subtilis UFPEDA-404 6
Bacillus subtilis UFPEDA -434 4
Bacillus pumillus UFPEDA- 439 4,33

Bacillus pumillus UFPEDA- 444 -
Bacillus pumillus UFPEDA- 445 -
Bacillus pumillus UFPEDA- 448 7
Brevibacillus parabrevis UFPEDA-462 -

B. amyloliquefaciens UFPEDA-485 3

Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA — 1060B) 11,33
Bacillus cereus Arl8 (UFPEDA 1061B) 11,66
Bacillus cereus Ar29 (UFPEDA 1062B) 10,66

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com Vimal et al., (2016), Bacillus spp. e fungos sé&o os micro-
organismos que produzem celulases de valor econémico elevado, por serem
considerados maiores produtores. No entanto, bactérias por possuirem ciclo
de crescimento rapido, apresentam um potencial a mais para a producdo
industrial de celulases, além de serem encontradas em uma ampla gama de
habitats.

Véarios métodos tém sido reportados para uso de derivados de celulose
soliveis que serdo prontamente degradados, como carboximetilcelulose
(CMC). Desta maneira, na pesquisa de bactérias e fungos, frequentemente
usa-se placas de agar contendo como substrato CMC (JOHNSEN; KRAUSE,

2014), como pode ser observado na Figura 9:
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Figura 9 — Placas contendo meio CMC ap6s inoculagéo e crescimento

das linhagens testadas de Bacillus sp.. Apds serem submetidas ao vapor

de iodo, é possivel observar os halos indicando atividade celulolitica.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Em um estudo realizado por Vimel et al. (2016) com objetivo de isolar e
identificar a degradacdo da celulose, foi possivel destacar a atividade de
membros do género Bacillus isolados de residuos da industria de papel.
Thomas et al. (2018) demonstraram a inducao e a otimizacdo da producao de
celulases, no qual uma cepa de Bacillus sp. apresentou um alto IC no valor de
7,89.

Behera et al. (2017) reportaram a producéo de celulases por Bacillus
spp. isolados de um manguezal (Rhizophora mucronata) na india. Castro
(2014) relata que dentre os 62% dos isolados bacterianos provenientes de um
manguezal brasileiro, Bacillus spp. apresentou maior atividade
endoglucanasica relacionando a producéo celulolitica.

A importancia da analise de celulases por micro-organismos permite a
identificagcdo de agentes de biocontrole contra fungos fitopatogénicos que
possuem celulase em suas paredes além de residuos vegetais (SINDHU,
2001; HAMEEDA, 2006).

5.5 PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS

Dentre as linhagens em teste, 75% foram capazes de produzir
exopolissacarideos, como demonstrado na Tabela 6, destacando-se a
linhagem B. subtilis UFPEDA- 439, que com base na razéo do disco embebido
com a suspensao de células e o halo formado, demonstrou um resultado de

26,33 mm. Desta forma, para caracterizagdo da producdo (-) auséncia de
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producéao, halo <10 mm (+), 10-14 mm (++) e 214 (+++) (KAVAMURA et al.,

2013),como demonstra a Tabela 7.
Tabela 7 — Média dos halos (mm) obtidos em relacdo a formacdo de EPS com base na
raz&o entre o didmetro do papel de filtro inoculado com a suspenc¢éo bacteriana e o halo

formado apds crescimento em 48 h.

Linhagens-teste Media dos halos (mm)
Bacillus cereus UFPEDA-108 17
Bacillus subtilis UFPEDA- 404 17,33
Bacillus subtilis UFPEDA- 434 15,66
Bacillus pumillus UFPEDA- 439 26,33

Bacillus pumillus UFPEDA-444 -
Bacillus pumillus UFPEDA-445 -
Bacillus pumillus UFPEDA-448 7
B. parabrevis UFPEDA- 462 -

B. amyloliguefaciens UFPEDA- 485 2
Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA — 1060B) 14
Bacillus cereus Arl8 (UFPEDA — 1061B) 12,66
Bacillus cereus Ar29 (UFPEDA — 1062B) 12

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

E possivel observar cada halo com formacdo de uma substancia
mucadide nas linhagens testadas, indicando a presenca de exopolissacarideos

na Figura 10 apos incubacado de 48h a 37°C.

Figura 10 — Formacéo de halo indicando a producéo
de EPS nas linhagens testadas apés 48 h de

~crescimento.
\ “

>
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A substancia mucoide pode ser observada em destaque na Figura 11.

Figura 11 — Destaque para a substancia mucoide ao redor do disco de

papel apos 48 horas de crescimento.

e N '*\ :l"
5 A, ) .',’.‘

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Uma alcada da substancia mucoide foi inoculada em 2 mL de etanol
absoluto P.A, a formacéo de um precipitado indicou a presenca de EPS (Figura
12).

Figura 12 — Confirmag&o através da inoculagéo da substancia

mucoide em etanol P.A. Na base de cada tubo de ensaio € possivel

observar a presenca de um precipitado confirmando a producéao de

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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De acordo com Deka et al. (2019), EPS produzidos por cepas de
Bacillus tém sido alvo de diversas pesquisas por sua aplicabilidade ambiental.
Assim, a identificacdo de isolados de Bacillus, e a prospec¢do de novas
macromoléculas pode trazer a tona beneficios relacionados a questbes
ambientais.

Nadeem et al. (2016) constataram que cepas de Bacillus produtoras de
exopolissacarideos foram capazes de tolerar altas concentragfes de sodio ao
serem inoculadas juntamente a culturas de pepino para o melhoramento da

tolerancia a salinidade do mesmo. Como jA mencionado, os EPStambém

possuem atividade de reducdo da disponibilidade de soédio (Na') a ser
absorvido pelas plantas.

Deka et al. (2019) relatam alta capacidade de producéo de EPS por B.
amyloliquefaciens p16 e esta caracteristica permite também a tolerancia do
mesmo a acidez presente no solo de Assam, india. O mesmo também
melhorou a agregacdo do solo apos a inoculacdo. Isfahani et al., (2018)
relatam pela primeira vez a capacidade de B. aerius (isolado do distrito rural
de Roudasht, em Isfahan, Ird) produtores de EPS isolados de solos
hipersalinos com alta taxa de tolerancia e possiveis candidatos para
aplicacdes agricolas.

EPS produzidos por micro-organismos e que contribuem para
diminuicéo do estresse hidrico e aumento do crescimento em culturas de soja,
milho e trigo é observado com sucesso, sendo esta atividade de grande base
de estudos para tratamento de culturas agricolas tropicais em regides com
escassez de agua ou baixos niveis de chuva e plantas sensiveis a estas
condicbes (EMBRAPA, 2017). Além disso, atributos conferidos pelo
tratamento com bactérias produtoras de exopolissacarideos incluem a
protecdo contra baixas temperaturas que possam permitir o congelamento da
planta, bem como protecao a outros micro-organismos, e reserva de carbono
(SILVI et al., 2013).

5.6 SOLUBILIZAQAO DE FOSFATO
A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi observada em 100% das

amostras testadas neste estudo, como pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13 — Analise qualitativa da solubilizacéo de fosfato evidenciada pela

presenca da coloragdo amarela nas amostras de Bacillus sp.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com Nautiyal (1999), nem sempre 0S micro-organismos
guando submetidos a testes em meio sélido para solubilizacdo de fosfato, o
fazem. Muitos podem n&o produzir nenhum halo, porém em meio liquido, os
mesmos podem solubilizar e apresentar resultados confiaveis pela
capacidade de solubilizar varios tipos de fosfatos inorganicos insollveis e
reduzir varios acidos inorganicos em meio NBRIP, o qual € descrito como mais
eficiente. Sendo assim, todos os isolados foram verificados quanto a
solubilizac&o de fosfato no meio NBRIP, com fonte de fosfato o CaHPO4.

Os niveis de fosfato solubilizado foram quantificados utilizando
espectrofotometro em D.O de 420 nm e, a analise do padrédo a partir da
construgdo da curva padrdo do fosfato monopotassico (KH2PO4) nas

concentracgbes de .0, 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 10 mg/mL, a equacéo da reta: y
=0, 0099x + 0,0637, R2 = 0, 9928 foi construida.

E possivel observar que 67% das amostras apresentaram valores entre
0,063- 0,367 mg/mL, ao passo que, 33% demonstraram indices de
solubilizacéo entre 0,405 — 0,880 mg/mL. De acordo com Kavamura et al.,

(2013) podemos considerar a producdo como <0,05 mg (baixa solubilizagéo),
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0,05- 0,1 (média solubilizacdo), 0,101-0,5 (alta solubilizacdo), >0,501 (elevada

solubilizac&o) (Tabela 8).

Tabela 8 — Analise quantitativa da solubilizac&o de fosfato em D.O de 420 nm.

Linhagens-teste Y (mg/mL)
Bacillus cereus UFPEDA-108 0,405
Bacillus subtilis UFPEDA -404 0,334
Bacillus subtilis UFPEDA-434 0,411
Bacillus pumillus UFPEDA-439 0,373
Bacillus pumillus UFPEDA-444 0,485
Bacillus pumillus UFPEDA-445 0,376
Bacillus pumillus UFPEDA-448 0,248
B. parabrevis UFPEDA-462 0,063
B. amyloliquefaciens UFPEDA-485 0,301
Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA — 1060B) 0,880
Bacillus cereus Arl8 (UFPEDA — 1061B) 0,179
Bacillus cereus Ar29 (UFPEDA — 1062B) 0,235

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com Sharma et al. (2013) a solubilizagcdo de fosfato

inorganico ocorre com a sintese de acidos organicos. Assim, o declinio do pH,

podendo ocorrer o aumento da quelacéo de cations ligados ao fésforo (P) e a

formacéo de complexos soluveis com ions metalicos libera o P.

No tempo O de cultivo, o pH do meio foi ajustado para 7,0. ApGs 168

horas de cultivo, podemos observar na Figura 14 que 75% das linhagens

apresentaram faixa de pH entre 4,9- 5,8 (destacando-se a linhagem B.
Cereus Arl6 (UFPEDA — 1060B) com o menor nivel de pH — 4,9), ao passo

que, 25% apresentaram faixa de pH de 6,1-7,0, como demonstra a Figura 14.
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Figura 14 — Niveis de pH do meio NBRIP liquido observados apés 168 horas

de cultivo. O declinio do pH propde a liberacéo de &cidos organicos pelos

8.0

Concentragdo (ma/mL)

108 404 434 435 444 445 448 462 485 Arle Arig Ar2g

Amosfras

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com Rodrigues et al., (2015), comumente os solos possuem
escassez de alguns elementos quimicos importantes para atividades agricolas
como nitrogénio (N), potassio (K), e fésforo (P) ou até mesmo podem néo estar
disponiveis para uso das culturas vegetais. Assim, rizobactérias com
capacidade de solubilizacdo de fosfato podem atuar para a produgéo de
bioinoculantes, uma vez que substituem o uso de fertilizantes quimicos.

Kavamura et al. (2012) identificaram e caracterizaram bactérias
provenientes de cactos do Brasil para promogéo de crescimento vegetal, desta
forma, puderam observar que 6% das cepas pertencentes a Pantoea sp,

Enterobacter sp. apresentaram solubilizagdo maior que 1000 pg/mL -1

caracterizando uma maxima solubilizacdo, ja as cepas de Bacillus

apresentaram uma solubilizacdo mediana entre 29 a 500 pg/mL -1
Montaldo (2016) realizou o isolamento de rizobactérias da cana de
acucar de usinas sucroalcooleiras e ao analisar a solubilizacdo de fosfatos

inorganicos (P-Ca) observou que B. subtilis produz elevada taxa de

solubilizagéo (>501 pg/mL1).
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Verma et al. (2018) isolaram espécies de Bacillus provenientes de
fontes termais das regides de Leh e Ladak (india) e observaram que, quanto a
solubilizagédo de fosfato, Bacillus sp. BHUJPH2 , B. licheniformis BHUJP-H3

apresentaram respectivamente as taxas de solubilizagcdo de 63,14 pg/mL~

142,14 pg/mL'1 e 22,48 pg/mL'1 em 6 dias de incubacéo.
5.7 PRODUCAO DE FOSFATASES

No presente estudo, 58% das amostras possuiram a habilidade de
produzir fosfatases apés 48 horas de incubacédo (Bacillus sp. UFPEDA- 108,
Bacillus subtilis UFPEDA- 404, B. subitiis UFPEDA- 434, B. pumillus
UFPEDA- 439, B. cereus Ar 16 (UFPEDA 1060B), B. cereus Arl8 (UFPEDA
1061B) e B. cereus Ar29 (UFPEDA 1062B). Desta forma, pode ser
demonstrado a alta capacidade dessas linhagens para tornar o fosforo (P)
disponivel (Ribeiro, 2010), como demonstra a Figura 15.

Figura 15 — Producéao de fosfatases apos 48 horas de

incubacéo evidenciados pela cor rdsea apresentada. Amostras

correspondentes as linhagens B. cereus UFPEDA- 108, B.
cereus Arl6 (UFPEDA 1060B), B. cereus (UFPEDA 1060B), B.
cereus Arl8 (UFPEDA 1061B) e B. cereus Ar29 (UFPEDA
1062B).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Ribeiro et al.,, (2011) ao realizar isolamento de rizobactérias da
Araucaria angustifolia detectou a producao de fosfatases em 85% dos isolados

testados (96) os quais incluem B. subtilis. Aradjo et al., (2012) também
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demonstraram a producéo de fosfatases de forma eficaz por cepas de Bacillus
sp., para promocao de crescimento de Brachiaria brizantha.

A importancia do reconhecimento de micro-organismos com atividade
de conversdo de elementos quimicos através de &cidos organicos ou
fosfatases (MOREIRA; ARAUJO, 2013) de forma que os torne disponiveis
paraas plantas sdo bons exemplos de agentes promotores de crescimento
vegetal, a exemplo da conversdo de compostos fosfatados insollveis em
soluveis por intermédio de mineralizagdo do fosforo organico bem como de
racoes de solubilizacdo de fosfato inorganico (NAHAS, 2002). E como
enfatizado por Ribeiro et al. (2011) a principal forma de encontrar fosfatases
no solo é por intermédio de micro-organismos.

5.8 ENSAIOS DE BIOCONTROLE UTILIZANDO FUNGOS

Para a atividade de antagonismo frente a fungos fitopatogénicos do
tomateiro, em ensaio de placa de Petri, 100% das linhagens de Bacillus foram
capazes de apresentar atividade de inibicdo para ao menos uma linhagem
fingica em maior ou menor grau.

Contudo, 17% das linhagens de Bacillus conseguiram inibir o
crescimento do micélio fungico em mais de 80% para F. solani (URM — 5903),
F. oxysporum (URM - 4117), F. oxysporum (URM — 5283), destacando-se B.
cereus Arl6 (UFPEDA 1060B). Ja para C. atramentarium (URM- 2597) e
Colletotrichum sp. (UFPEDA- 2420), a maior porcentagem de antagonismo
foi observada em valor superior a 70% para algumas espécies de Bacillus

spp. deste estudo como demonstra a Tabela 9.
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Tabela 9 — Atividade antimicrobiana frente a fungos fitopatogénicos do tomateiro apés 6

dias de incubacgdo. Média de inibicdo obtida a partir da média de trés repeti¢des e célculo

através da formula: (controle- tratamento) / controle x 100. Resultados expressos em (%)
(YUAN et al., 2012).

Micro- C. F. F. F. Colletotrich
organismos atramentari  sola oxyspor um sp.
OoXyspor
um URM ni um um URM UFPEDA
2597 UR URM 5283 2420
. 4117
590
3
B. cereus 15 - - - -
UFPEDA 108
B. subtilis 72 64 44 69 -
UFPEDA 404
B. subtilis 75 84 63,3 63,3 -
UFPEDA 434
B. subtilis 75 73,3 81,1 81,1 -
UFPEDA 439
B. pumillus - - 19 10 -
UFPEDA 444
B. pumillus 65 31,3 69 85 -
UFPEDA 445
B. pumillus 73,3 74,1 41 57 -
UFPEDA 448
Brevibacillus - 49,3 - - -
parabrevis sp.
UFPEDA 462
B. - 51 35,4 35,4 4.4
amylolequefaci
ens UFPEDA
485
B. cereus Arl6 12,5 - - 88,2 75,5
(UFPEDA
1060B)
B. cereus Arl8 54,5 - 14,2 - -
(UFPEDA
1061B)
B. cereus Ar29 64 - 29 - -
(UFPEDA
1062B)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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A predominancia de fungos fitopatogénicos como os do género
Fusarium traz consequéncias econémicas, como perda da produtividade por
causar a chamada “murcha do Fusarium” e danos a saude do hospedeiro, o
tomate (Solanum Lycopersicum L.) (ROCHA et al., 2017). O mesmo € capaz
de hospedar-se no sistema vascular da planta, ou mais especificamente o
xilema prejudicando o transporte de agua para a parte aérea, e consequente
danos as raizes, caule e folhas culminando na morte da planta (SEMINIS,
2017).

Adicionalmente, é relatado os danos causados por Colletotricum sp. que
ocasionam podriddes e lesbes em toda a planta, principalmente nas raizes e
partes aéreas, ocorrendo comumente em Solanaceas, onde a fitopatologia
pode ser identificada também como “antracnose” (AGROLINK, 2019).

Resultados semelhantes foram encontrados por Rocha et al., (2017), os
guais testaram diferentes cepas de Bacillus em ensaio de placa de Petri para
atividade de antagonismo frente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi (Fol)
racas 1, 2 e 3, onde algumas cepas conseguiram maxima inibicdo do
crescimento fangico.

Chen et al. (2019) relataram que Bacillus velezensis LDO2 foi capaz de
inibir  diversos micro-organismos fitopatogénicos incluindo Fusarium
oxysporum em pelo menos 79,74%. Sawant et al., (2015) identificaram Bacillus
spp. como potenciais agentes de biocontrole da antracnose em uvas na india,
a qual é causada por Colletotrichum gloeosporioides, além de também inibir
doencas como mildio e do oidio.

Bacillus spp. séo relatados como produtores de diversos metabdlitos
antimicrobianos e lipopeptideos com atividade antimicrobiana, este ultimo
podendo desintegrar componentes intracelulares bem como acidos nucléicos
e mitocondrias fungicas. Portanto, o blogueio, a formagédo de aberturas na
parede celular e membrana celular fungica sdo mecanismos utilizados por
micro-organismos que culminam a morte do fungo (ZHAO et al., 2013).

5.9 ENSAIOS DE BIOCONTROLE UTILIZANCO BACTERIAS

Apos 48 horas de incubacao de X. campestres com as cepas de Bacillus
spp., foi possivel observar que 100% das linhagens testadas foram capazes
de inibir o crescimento fangico. Todavia, a partir da andlise dos halos de

inibicdo, notou-se algumas diferencas. Por exemplo, 33% dos Bacillus foram
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capazes de apresentar atividade de antagonismo com halos de apresentar
atividade de antagonismo com halos entre 3 a 3,66 mm de diametro, 42%
expressaram halos de 6 a 9,33 mm, ao passo que foi verificadoem 25% dos
Bacillus spp. formaram halos de 10,33 a 14 mm, destacando-se a linhagem

Bacillus pumilus UFPEDA 439 como demonstra a Tabela 10.

Tabela 10 — Atividade antimicrobiana de Bacillus e X. campestris apds 48 horas de cultivo.

Média dos halos obtida apés subtracdo do diametro dos halos e da col6nia. Média de trés

repeticoes.

Linhagens-teste Halos de inibi¢do (mm)
Bacillus cereus UFPEDA-108 3,66
Bacillus subtilis UFPEDA -404 10,33
Bacillus subtilis UFPEDA-434 7,66
Bacillus pumillus UFPEDA-439 14
Bacillus pumillus UFPEDA-444 9,33
Bacillus pumillus UFPEDA-445 3,66
Bacillus pumillus UFPEDA-448 11,6
B. parabrevis sp. UFPEDA- 462 3
B. amyloliquefaciens UFPEDA-485 3,33
Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA — 1060B) 6
Bacillus cereus Arl8 (UFPEDA 1061B) 6,66
Bacillus cereus Ar29 (UFPEDA 1062B) 6,66

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Bactérias pertencentes ao género Xanthomonas sdo importantes
causadoras de doencas em diferentes culturas agricolas como tomate, frutos
citricos, mandioca, maracuja, arroz, dentre outros, em todos os continentes
causando cerca de 350 enfermidades diferentes. Caracteristicas fisiologicas
proprias como propagacdo &gil, manuseio, perda de culturas e uso de
guimicos dificultam o controle por parte dos produtores. Sendo assim, tem se
buscado cada vez mais alternativas sustentaveis (MARIN et al., 2019).

De acordo com Shafi et al. (2017), Bacillus spp. podem ser relatados
como agentes de biocontrole com uma ampla faixa de acdo contra

fitopatégenos. Suas atribuicbes como promotores de crescimento vegetal
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podem incluir a inducdo de resisténcia sistémica e sintese de compostos
secundarios antimicrobianos como antibioticos, lipopeptideos e enzimas. Além
disso, a competicdo por macro e micronutrientes e habitat pode induzir uma
competicdo com micro-organismos patogénicos.

Xie et al. (2016) demonstraram que isolados de Bacillus spp. da
Malasia e Tibet foram capazes de inibir o crescimento de X. oryzae pv. oryzae
através de compostos volateis, destacando a atividade de B. cereus, o qual
apresentou uma taxa de inibicéo de 37,5%.

Chandrasekaran et al. (2016) inocularam cepas de B. subtilis CBR05
em sementes de tomateiro os quais foram posteriormente expostos a X.
campestres pv. versicatéria (XCV) e, através da atividade enzimatica de p-1,3
glucanase e fenilalanina amonia liase culminou na inibicdo da XCV.

De acordo com Marin et al. (2019), dentre diversos géneros bacterianos
promotores de crescimento vegetal, Bacillus e Pseudomonas tem ganhado
bastante atengcdo como eficazes contra diferentes espécies do género
Xanthomonas.

5.10 ANALISE ESTATISTICA PARA SELECAO DA (S) LINHAGEM (NS)
COM MAIOR POTENCIAL PROMOVER O CRESCIMENTO VEGETAL

Com base nos dados apresentados de todos 0s micro-organismos
analisados frente a producdo de AlA, amobnia, celulases, exopolissacarideos,
fosfatases, ensaios de biocontrole com fungos e bactérias fitopatogénicas,
solubilizacéo de fosfato foi possivel analisar os dados por meio do Gréafico em
Radar plotado no Microsoft Office Excel do Windows 10, como demonstra a
Figura 16.
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Figura 16 — Representacédo grafica a partir dos dados de cada cepa analisada neste estudo.

Neste é possivel observar que quanto mais o vértice esta distante do ponto central, mas

promissora é a cepa em relagao aos testes realizados.
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Analisando as variaveis quantitativas obtidas, é possivel observar que

todas as linhagens foram representativas, porém, destacando- se as linhagens
B. subtilis UFPEDA 439, B. cereus Ar 16 (UFPEDA 1060B), as quais

apresentam maiores distancias do veértice em relagdo ao eixo central do

grafico.

Porém, a identificacdo molecular e bioquimica da cepa B. cereus Ar 16

(UFPEDA- 1060B) ja foi realizada e confirmada quando ao seu género e

espécie. Desta forma, esta cepa juntamente com a B. cereus UFPEDA 108 e

B. cereus Ar 29 (UFPEDA- 1062B) foram analisadas quanto a producéo e

identificacéo

de

acidos

organicos.
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5.11IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DE ACIDOS ORGANICOS

Através da andlise cromatogréfica, pesquisou-se a producdo dos
seguintes &cidos: Acético, indolacético, butirico, citrico e latico. Destes, foi
possivel realizar a identificacdo e quantificacdo do &acido acético, &cido
indolacético e citrico pelas cepas de B. cereus Ar 16 (UFPEDA 1060B), B.
cereus UFPEDA 108 e B. cereus Ar29 (UFPEDA- 1062B).

Destaca-se a producdo do AIA por todos 0s micro-organismos
analisados em relacdo aos demais &cidos em evidéncia a cepa B. cereus Ar
16 (UFPEDA 1060B) com producdo de 2653,32 mg/L, confirmando a
capacidade de producéo utilizando o precursor L-triptofano (5Mm). Em relacéo
ao acido acético, foi possivel observar uma predominancia na producéo de
74,11 mg/L por B. cereus UFPEDA 108. Neste mesmo estudo foi possivel
destacar que houve sintese de acido citrico com valores de 5.11, 4.83, 3.93
mg/L produzidos pelas linhagens B. cereus Ar 16 (UFPEDA 1060B), B. cereus
UFPEDA 108 e B. cereus Ar29 (UFPEDA- 1062B), respectivamente como
demonstra a Figura 17.

Figura 17 — Producéo de acidos orgéanicos pelas linhagens de
Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA- 1060B), B. cereus Ar29 (UFPEDA-

1062B) e B. cereus UFPEDA- 108, neste é possivel destacar a alta

producéo de &cido indolacético pelas trés linhagens estudadas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Em adicéo, observar-se também as areas de picos geradas pelo padréo
utilizado de acido indolacético, com tempo de retencdo de 6,2, bem como a

area de pico gerada a partir da amostra B. cereus Arl6, com tempo de

Figura 18 — Picos apresentados no cromatograma a partir da analise em
CLAE detectando a produgéao de acido indolacético em “A” o qual corresponde
ao micro- organismo Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA- 1060B) em comparacéo
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retencdo também em 6,2 (UFPEDA- 1060B) na Figura 18:

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com Ali et al., (2009) frequentemente ha uma maior producéo
de hormonios fitoestimuladores produzidos por linhagens de Bacillus sp.
rizosféricos, os quais respondem bem quando ha o precursor L-triptofano, o
gual faz parte dos exsudados produzidos por raizes de plantas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Shazhad et al. (2017),
gue identificou a producdo de acido citrico em cepas de Bacillus
amyloliquefaciens RWL-1 isolados da semente de arroz, as quais produziram
acido aceético e citrico com concentragdo de 0,560 + 0,0819 mg/L e 0,393 +
0,0251 mgl/L.
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Ahmed e Hasnain (2010) também detectaram por CLAE a producéo de
AIA em cepas de Bacillus sp. rizosféricos com producao 6tima a 37°C e na

presenca de L-triptofano como precursor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O uso intensivo de agroquimicos em larga escala no Brasil, reforca o
destino incorreto dos mesmos e o0s efeitos que podem causar ndo apenas
na saude humana, mas em todo o ecossistema. Portanto, a busca por
alternativas sustentaveis, por alimentos mais saudaveis e sobretudo, leis
mais rigidas em relacdo ao uso de agroquimicos podem contribuir
significativamente para a agricultura e economia de diversos paises,
fornecendo inimeros beneficios de forma positiva.

Realizou-se de forma r4pida e com sucesso a identificacdo, através de
Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization  Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI- TOFF), das cepas Bacillus sp. UFPEDA 462
(Brevibacillus parabrevis) e Bacillus sp. Arl16 (UFPEDA 1060B), Bacillus sp.
Arl8 (UFPEDA 1061B), Bacillus sp. Ar29 (UFPEDA 1062B), Bacillus sp.
UFPEDA 108, foram identificadas como Bacillus cereus. Apenas de através
extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) e amplificacdo do gene 16S
rRNA, foi possivel confirmar a identificacdo de Bacillus cereus Arl6
(Bacillus cereus- UFPEDA 1060B).

Todos as linhagens de Bacillus estudadas apresentaram ao menos a
producdo de trés mecanismos diretos e indiretos, caracteristicas de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), destacando-
se as linhagens: Bacillus subtilis UFPEDA- 439, B. cereus UFPEDA-
1060B, B. cereus UFPEDA- 108, B. cereus UFPEDA- 1062B como
potenciais produtoras.

A atividade de antagonismo frente a fungos e bactérias fitopatogénicas do
tomateiro (Lycopersicum sp.) foi observada em 100% das linhagens
estudadas em menor ou maior grau, destacando-se varias linhagens frente
ao micélio fungico, sendo B. pumilus UFPEDA 439 como melhor resultado
frente a bactérias.

O grafico em radar demonstrou ser uma ferramenta eficaz para analisar os
micro-organismos estudados neste trabalho quanto a seus atributos como
candidatos a promotores de crescimento vegetal.

A identificacdo e quantificacdo e acidos organicos produzidos pelas
linhagens: Bacillus cereus Arl6 (UFPEDA 1060B), B. cereus Ar29
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(UFPEDA 1062B), B. cereus UFPEDA 108 foi realizada com éxito por
intermédio de  Cromatografia liquida de  alta eficiéncia.



70

PESPECTIVAS

Confirmar identificacdo das demais cepas estudadas via extracdo de &cido
desoxirribonucléico (DNA).

Realizar testes de germinagdo e avaliar o desenvolvimento em camara de
crescimento e casa de vegetacdo para andlise in vivo do potencial das
linhagens escolhidas (isoladas ou associadas) como promotoras de

crescimento em tomateiro (Lycopersicum sp.).
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