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RESUMO

GARCIA, Angelo Barreiro. Potencial biotecnolégico de bactérias promotoras de
crescimento de plantas. 2023 — 2025. 78. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia)
— Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023 - 2025.

O uso de bioinsumos microbianos surge como uma estratégia sustentavel e
promissora para o desenvolvimento de defensivos, bioestimulantes e fertilizantes,
contribuindo para a produtividade agricola e a reducdo do impacto ambiental. Este
trabalho avaliou o potencial de 24 estirpes bacterianas do solo em promover o
crescimento vegetal, destacando a producgao de fitorménios e o controle de patégenos
e doengas. As linhagens foram caracterizadas quanto a coloragdo de Gram, formagéao
de enddsporos por microscopia optica de contraste de fase, produgcdo de acido-3-
indolacético (AlA) em ensaios in vitro, capacidade de antagonismo a fitopatdégenos em
cultura dupla, formacao de biofilme do tipo pelicula em meio liquido e expansao por
swarming em meio semi-solidificado. Das estirpes avaliadas, 23 foram Gram-positivos
e apresentaram capacidade de formar enddsporos, enquanto um isolado foi Gram-
negativo, sem essa caracteristica. A maioria das linhagens mostrou significativo
potencial para producédo de AIA e demonstrou mecanismos indiretos na promog¢ao do
crescimento vegetal, como o controle de patégenos e doencgas. Esses resultados
reforcam a importancia de microrganismos do solo no desenvolvimento de bioinsumos
agricolas. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o desempenho
das estirpes em condicbes de campo e aprofundar o entendimento de seus
mecanismos de agao. Isso permitira elevar o nivel de maturidade tecnoldégica dessas
linhagens, viabilizando sua aplicacdo como ativos biotecnolégicos em solugdes
sustentaveis para a agricultura moderna.

Palavras-chave: RPCP; AlA; Biofilme; Biofungicida; Colonizagéo.



ABSTRACT

GARCIA, Angelo Barreiro. Biotechnological potential of plant growth-promoting
bacteria. 2023 — 2025. 78. Dissertation (Master's Degree in Microbiology) —
Department of Microbiology, State University of Londrina, Londrina, 2023 - 2025.

The use of microbial bioinputs has emerged as a sustainable and promising approach
for developing biostimulants, biofertilizers, and biopesticides, contributing to increased
agricultural productivity and reduced environmental impact. This study evaluated the
potential of 24 soil bacterial isolates to promote plant growth, with a focus on the
production of phytohormones and the control of pests and diseases. The isolates were
characterized through Gram staining, endospore formation via phase-contrast
microscopy, in vitro production of indole-3-acetic acid (IAA), antagonism against
phytopathogens using dual culture assays, biofilm formation in liquid media, and
swarming motility in semi-solid media. Among the isolates analyzed, 23 were Gram-
positive and capable of forming endospores, while one was identified as Gram-
negative, lacking this ability. Most isolates demonstrated a significant potential for IAA
production and exhibited indirect mechanisms for plant growth promotion, such as pest
and disease control. These findings highlight the crucial role of soil microorganisms in
the development of agricultural bioinputs. However, further studies are required to
assess the performance of these isolates under field conditions and to deepen our
understanding of their modes of action. Such efforts are essential to enhance the
technological readiness level of these strains, paving the way for their application as

biotechnological assets in sustainable agricultural solutions.

Key-words: PGPR; |IAA; Biofilm; Biofungicide; Colonization
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1 INTRODUGAO

A agricultura moderna enfrenta desafios significativos para atender as
crescentes demandas alimentares de uma populagdo em expansao, enquanto busca
solugdes mais sustentaveis para a produgdo agricola. O uso intensivo de
agroquimicos sintéticos, embora amplamente adotado para aumentar a produtividade
das lavouras, tem gerado impactos adversos ao meio ambiente, como a contaminagao
de solos, aguas e da atmosfera, além de efeitos negativos para a saude humana e de
outros seres vivos. Muitos desses compostos sao recalcitrantes, permanecendo por
longos periodos no ambiente e causando toxicidade em organismos que n&o sao
alvos do controle quimico (CHANDINI et al., 2019; MAHANTY et al., 2017).

Além disso, 0 uso excessivo e continuo de agentes quimicos favorece o
surgimento de cepas resistentes, reduzindo a eficacia dos defensivos e aumentando
os custos de producao agricola (KIM; KABIR; JAHAN, 2017; RANI et al., 2021). Nesse
contexto, a busca por métodos que conciliem eficiéncia no controle de patdgenos e
doencas com a sustentabilidade ambiental € crucial para a manutencdo da
produtividade agricola a longo prazo.

Entre as estratégias promissoras sendo implementadas no mercado, destaca-
se o desenvolvimento de defensivos bioldégicos baseados em microrganismos, que
oferecem uma abordagem sustentavel para o controle de fitopatégenos e patdgenos.
Esses bioinsumos microbianos, frequentemente utilizados em conjunto com técnicas
de manejo integrado, ndo apenas aumentam a eficacia no controle de doencgas e
patdgenos, mas também minimizam o desenvolvimento de resisténcia e maximizam
a aceitagao de produtos agricolas em mercados internacionais que exigem praticas
agricolas mais sustentaveis (COMPANT et al.,, 2005; DE SOUZA; AMBROSINI;
PASSAGLIA, 2015; JACOBSEN; ZIDACK; LARSON, 2004).

Ao redor das raizes das plantas, a rizosfera, pode ser encontrado uma grande
variedade de microrganismos pertencentes a todos os dominios (CARDOSO;
ANDREOTE, 2016). Essa diversidade se deve a rizodeposicao de diferentes
compostos organicos e diferentes nutrientes que as plantas liberam em suas raizes
através do processo de exsudacao, essas condi¢cdoes influenciam a comunidade
microbiana dos solos, por disponibilizarem tais compostos neste ambiente. A maior

diversidade entre os microrganismos do solo é a diversidade bacteriana, dessa forma
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o efeito rizosférico € mais pronunciado nessa comunidade (BALOTA, 2018).

Neste contexto, a compreensdo das relagdes ecologicas benéficas entre
plantas e os microrganismos do solo demonstra importancia significativa (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; WEKESA et al., 2021; GOHIL et al., 2022), especialmente as
bactérias, que podem realizar processos bioquimicos de fixagdo do nitrogénio
atmosférico no solo, disponibilizar para as plantas minerais como fosfato e potassio,
além de produzirem fitohormdnios e sideroforos (ROCHA et al. 2018). Dentre essas
bactérias se destacam os géneros Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus devido a sua
capacidade de atuarem por diferentes mecanismos de promog¢ao do crescimento e
protecdo vegetal, evidenciando sua multifuncionalidade nos ecossistemas. Tais
géneros sao classificados como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(RPCP) e vém sendo utilizadas para o desenvolvimento de tecnologias no meio
agricola, a fim de estimular o crescimento vegetal, através dos chamados bioinsumos
microbianos (MAPA, 2021). Uma outra capacidade notavel desses microrganismos é
o potencial de produgdo de metabdlitos com atividade antifungica, antibacteriana,
nematicida, inseticida ou entdo o potencial de indug¢ao de resisténcia nas plantas, além
da remediagao do estresse hidrico através da producao de exopolissacarideos (EPS)
e capacidade de colonizag¢ao das raizes, visto a presenca de fatores intrinsecos como
a producao de biofilme e mobilidade populacional por swarming (BACKER et al., 2018;
PATHANIA et al., 2020; PIl et al., 2015). Toda essa capacidade ainda se mantém
pouco explorada, ja que apenas 10% da diversidade microbiana do solo é conhecida
(ARMALYTE et al., 2019), portanto muitos estudos serdo conduzidos para melhor
compreensao da diversidade.

Este trabalho, portanto, apresenta uma abordagem que explora o potencial
biotecnolégico de diferentes estirpes bacterianos como agentes de controle biolégico
e promoc¢ao do crescimento de plantas, contribuindo para o desenvolvimento de

praticas agricolas mais eficientes e ambientalmente responsaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e avaliar estirpes bacterianos, isolados do solo, com potencial de

promogao do crescimento de plantas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fenotipicamente os estirpes;
Identificar geneticamente os estirpes;

Avaliar o potencial de atividade antifungica in vitro;

W bh =

Caracterizar os estirpes quanto a sua capacidade de mobilidade por
swarming in Vvitro;

5. Caracterizar os estirpes quanto a sua capacidade de producéo de
biofilme de tipo pelicula in vitro;

6. Avaliar e quantificar a produgcéo de compostos inddlicos, como o AlA.



17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PERSPECTIVA ECONOMICA E IMPORTANCIA DO AGRONEGOCIO NO BRASIL

O agronegocio desempenha um papel estratégico no desenvolvimento
econdmico e social do Brasil, configurando-se como um dos principais setores
responsaveis pela geracdo de riqueza, empregos e seguranga alimentar.
Representando aproximadamente 27% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional,
sendo responsavel por movimentar cerca de 2,3 trilhdes de reais, segundo dados
recentes da Confederagao da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA, 2022), o setor é
um dos pilares fundamentais da economia brasileira, impulsionando ndo apenas a
producdo agricola e pecuaria, mas também toda a cadeia produtiva, que engloba
insumos, processamento, transporte e comercializagdo. O sucesso da agricultura no
Brasil se deu pela disponibilidade de recursos naturais, das politicas governamentais,
do conhecimento técnico-cientifico e da inovagao tecnolégica, que sdo fundamentais
para o desenvolvimento da agricultura no pais (Embrapa, 2018).

Além de sua contribuicdo expressiva para o PIB, o agronegdcio é essencial
para a garantia da segurancga alimentar e, sendo responsavel por produzir uma vasta
gama de alimentos que atendem as necessidades do mercado interno e sustentam as
exportagdes brasileiras. Com destaque para commodities como soja, milho, carne
bovina e café, o Brasil consolida sua posicdo como um dos maiores exportadores
globais de alimentos, contribuindo para o abastecimento de populagdes ao redor do
mundo (EMBRAPA, 2022).

Em termos de impacto social, o setor emprega cerca de 19% dos trabalhadores
do pais (CEPEA/ESALQ-USP, 2022), abrangendo atividades rurais e urbanas. Desde
trabalhadores envolvidos na produgao primaria, como agricultores e pecuaristas, até
profissionais das areas de logistica, tecnologia e pesquisa, o agronegdcio promove 0
desenvolvimento de mao de obra qualificada e contribui para a reducdo das
desigualdades regionais, especialmente em areas rurais.

No entanto, os modelos de produc¢ao tradicionais demandam por uso excessivo
de produtos quimicos sintéticos, como forma de aumentar a produtividade e mitigar

efeitos bidticos e abidticos (Rempelos et al., 2023). Apesar de ter gerado aumentos
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consideraveis na producgao de alimentos, o uso desses produtos ainda gera muitas
controvérsias no cenario ambiental (Moraes; 2019). Enquanto, por um lado, alegam
que sao produtos indispensaveis na agricultura por realizar o controle de patdgenos e
doengas que comprometem as lavouras, por outro defendem o combate ao uso
excessivo, além de causar riscos ao ambiente, como perda da biodiversidade,
contaminagao do solo e da agua, e a saude humana dos consumidores. Além disso,
0 aumento nas concentragdes de gases de efeito estufa na atmosfera, com destaque
para o dioxido de carbono, traz consequéncias indesejaveis, como a poluicdo
atmosférica e o clima, afetando a saude global e a qualidade de vida da populagao
(Schweitzer et al. 2021).

Com isso, varias organizagbes vém apontando essa problematica descrita
acima e o prejuizo que ela causa na seguranga alimentar do pais. Com a justificativa
de que sem sustentabilidade n&o sera possivel garantir alimentos de qualidade as
geragbes futuras (Kamiyama, 2014). Além disso, ha uma crescente preocupagéo
quanto a preservacao ambiental e a producéo de alimentos de forma sustentavel. Em
um cenario ecoldgico, o solo e a planta s&o incorporados em um sistema produtivo e
equilibrado, com o objetivo de reduzir o uso de agrotoxicos, dando preferéncia para a
utilizagcado de produtos de baixo impacto ambiental, colocando em evidéncia o uso de

agricultura regenerativa e bioinsumos microbianos (Meyer et al., 2022).

3.2 FITOPATOGENOS

Fitopatégenos sao organismos que causam doengas em plantas. Eles podem
ser fungos, bactérias, virus, nematoides ou até mesmo insetos. Esses patdogenos séo
responsaveis por reduzir a produtividade das plantas (BEBBER; HOLMES; GURR,
2014), danificar culturas inteiras e gerar prejuizos econémicos (KOIKE et al., 2003).

Os problemas causados pelos fitopatdgenos podem comprometer a
disponibilidade de alimentos, acesso e a estabilidade das producdes, levando a
escassez de alimentos e comprometimento da seguranga alimentar (RISTAINO,
2021).

Na histéria, muitos sdo os casos conhecidos de como a disseminacédo de
fitopatdogenos pode afetar a vida das pessoas. Os anos de 1845-1849, na Irlanda,

ficaram conhecidos como os anos da “grande fome” devido a disseminagdo de um
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fitopatdbgeno conhecido como ferrugem da batata, no qual cerca de 20%-25% da
populacao irlandesa morreu de fome durante esse periodo (POWDERLY, 2019). Os
fitopatdgenos geralmente infectam as plantas através de ferimentos, folhas ou frutos
danificados, solo contaminado ou por meio de vetores, como insetos.

Os sintomas das doencgas causadas pelos fitopatdégenos variam de acordo com
o tipo de patdégeno bem como a planta afetada e suas condigdes ambientais. Alguns
sintomas comuns incluem manchas nas folhas, deformacdo das folhas, necrose
(morte) dos tecidos, amarelecimento das folhas, queda de folhas e frutos, entre outros
(SAVARY et al., 2019).

Os fungos Cercospora kikuchii e Colletotrichum truncatum séo patégenos que
causam doencas em plantas, como a antracnhose e o crestamento foliar. Essas
doencas sao consideradas de final de ciclo, pois os danos sdo mais visiveis no final
da safra, mas os fungos podem colonizar as plantas desde o inicio. Altas temperaturas
e precipitacdes elevadas favorecem a severidade da doenca. Restos culturais e
sementes sao as principais fontes de indculo, quando a transmissao ocorre pelas
sementes, os primeiros sintomas poderao surgir logo na germinagdo, como damping-
off. Em plantulas recém-emergidas, podem ser observadas lesdes necroticas
deprimidas, com coloragao variando do cinza ao negro, podendo resultar na morte da
plantula (BAILEY; JEGER, 1992; CAMPOS et al., 2006; GOULART, 2018; NATARAJ
et al., 2020). Estes microrganismos sdo responsaveis por perdas significativas de
produtividade, uma vez que comprometem o desempenho fisiolégico das plantas e a
qualidade dos gréos, sendo de grande relevancia na fitopatologia agricola (YORINORI
et al., 2004).

C. kikuchii, agente causal da mancha purpura da semente e da cercosporiose,
€ amplamente distribuido em regides produtoras de soja. A infeccdo ocorre
principalmente em estagios reprodutivos da planta, afetando folhas, vagens e
sementes. Este fungo apresenta elevada plasticidade genética, o que dificulta o
controle quimico. Além disso, condi¢des climaticas como alta umidade e temperaturas

elevadas favorecem sua disseminagéo e severidade (SILVA et al., 2008).
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Figura 1 - Sintomas ocasionados por C. kikuchii observados na soja

Legenda: A esquerda, crestamento foliar observado em folhas de soja; a direita, sementes
apresentando os sintomas da mancha-purpura. Autores: Claudia V. Godoy e Austeclinio Lopes de

Faria Neto.

C. truncatum é responsavel pela antracnhose, uma doenca que afeta tecidos
vegetais, incluindo folhas, hastes e vagens. Este fitopatégeno é caracterizado por sua
capacidade de causar infecgoes latentes, permanecendo inativo em tecidos vegetais
até que condicbes ambientais sejam favoraveis. A antracnose compromete
diretamente o enchimento de grdos e, em casos severos, pode levar a morte
prematura da planta (GLIESSMAN, 2018). Pode ocorrer em qualquer fase fenologica
da cultura e em diversas estruturas morfolégicas como folhas, peciolos, hastes,
vagens e pedicelos. Porém é na fase reprodutiva da planta que o fungo apresenta seu
apice de patogenicidade, os sintomas mais frequentes da infecgédo séo lesdes escuras
e irregulares, que causam depressdes nas hastes, peciolos e vagens (GALLI;
PANIZZI; VIEIRA, 2007; ROGERIO et al., 2019).
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Figura 2 - Sintomas ocasionados por C. truncatum observados na soja

Legenda: Abertura da vagem imatura de soja apresentando sementes com manchas escuras no

tegumento, sintoma da infecgéo de Colletotrichum truncatum.

O manejo integrado destes fungos envolve praticas culturais, como a rotagao
de culturas e o0 uso de cultivares resistentes, além da aplicacdo de fungicidas
especificos que em alguns estudos se demonstraram pouco eficientes (DIAS et al.,
2011; SOUZA, 2009; DIAS, 2014). Estudos recentes apontam para o uso de agentes
de controle bioldgico, incluindo microrganismos antagonistas como bactérias do
género Bacillus e fungos como Trichoderma spp., demonstram eficacia no controle de
C. kikuchii e C. truncatum (MONTEIRO et al., 2020). A adogao de estratégias
sustentaveis no manejo desses patdgenos é essencial para minimizar impactos

ambientais e garantir a produtividade agricola.

3.3 BIOINSUMOS MICROBIANOS AGRICOLAS

Os bioinsumos microbianos tém emergido como uma das principais inovagoes
tecnolégicas no setor agricola, oferecendo solugbes eficazes e sustentaveis para

atender as demandas crescentes do mercado por praticas que reduzam a
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dependéncia de insumos quimico-sintéticos (Vidal et al., 2020). Essa abordagem
reune conceitos de sustentabilidade, aumento de produtividade e mitigacdo de
impactos ambientais, posicionando-se como uma estratégia indispensavel para a
agricultura moderna.

A utilizagdo de bioinsumos microbianos, como defensivos bioldgicos,
biofertilizantes e bioestimulantes, tem se consolidado no Brasil, refletindo tanto
avancos cientificos quanto necessidades do mercado. De acordo com a CropLife
Brasil (2024), o mercado de bioinsumos microbianos apresentou um crescimento de
15% na safra 2023/24, movimentando cerca de R$ 5 bilhdes. Esse avango coloca o
Brasil na vanguarda global, com o maior consumo mundial de solugdes bioldgicas,
destacando a importéncia estratégica desse segmento. Produtos baseados em
microrganismos, como Bacillus spp., Azospirillum spp., Bradyrhizobium spp.,
Pseudomonas spp. e Trichoderma spp., tém papel central nesse cenario devido a sua
eficiéncia no controle de patdgenos, promogao do crescimento vegetal e melhoria da
saude do solo (Cardoso; Estrada-Bonilla, 2019).

Os bioinsumos microbianos também promovem beneficios econémicos
significativos ao setor agricola e ao PIB brasileiro. A utilizacdo dessas tecnologias
pode reduzir custos associados ao uso intensivo de insumos quimicos, como
fertilizantes e defensivos sintéticos, além de favorecer a exportacdo de produtos
agricolas para mercados com regulamentag¢des mais restritivas em relagao a residuos
quimicos. Paises europeus, por exemplo, tém demandado praticas agricolas mais
sustentaveis, como o manejo integrado de patdgenos, que pode ser potencializado
pelo uso de bioinsumos microbianos (Jacobsen; Zidack; Larson, 2004).

Além disso, 0 uso de microrganismos em bioinsumos microbianos vai além do
manejo de patdgenos e doencas. Esses agentes atuam diretamente na rizosfera,
promovendo transformacgdes quimicas que facilitam a assimilagao de nutrientes pelas
plantas (Steffen et al., 2018). Isso é particularmente importante em um contexto de
agricultura regenerativa, onde praticas que mantém ou melhoram a fertilidade do solo
s&o essenciais para a sustentabilidade do sistema produtivo (Backer et al., 2018).

Os impactos ambientais também sio notaveis. Bioinsumos microbianos
contribuem para a mitigagdo dos efeitos negativos dos agrotéxicos no solo, agua e
atmosfera, ao mesmo tempo que reduzem a selecao de patégenos e patdgenos
resistentes aos métodos de controle tradicionais. O uso desses produtos permite que
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a agricultura mantenha altos indices de produtividade, minimizando impactos
ecoloégicos e garantindo maior resiliéncia frente aos desafios climaticos e ao
crescimento populacional (Samada; Tambunan, 2020).

Historicamente, o Brasil tem liderado o desenvolvimento de tecnologias
sustentaveis, comegando na década de 1940 com a criagado do Instituto Bioldgico de
Sao Paulo. Desde entdo, avancos como a producéo de bioinsumos microbianos e o
controle biolégico aumentativo tém mostrado como a pesquisa cientifica e a inovagao
tecnolégica sdo fundamentais para enfrentar os desafios da agricultura moderna
(Teixeira et al., 2010).

E para compreender cada vez mais afundo como essas bactérias promovem o
crescimento das plantas faz-se necessario entender a interacdo que ocorre entre as

bactérias e as plantas.
3.4 INTERAGOES BACTERIA-PLANTA

Plantas crescendo em seu ambiente natural sdo abundantemente colonizadas
por microrganismos. Essa comunidade se encontra nas proximidades das raizes dos
vegetais e por isso damos o nome de “fitomicrobioma” (SMITH et al., 2017). Bactérias
sao microrganismos especialmente notaveis nessa comunidade, sdo as chamadas
rizobactérias. Tais organismos sdo mais antigos na escala evolutiva do que os
vegetais, dessa forma, desde o seu surgimento as plantas interagem com essa
comunidade de microrganismos presentes no solo. Esse longo periodo de coevolugao
foi responsavel por lapidar interacdes ecoldgicas extremamente diversas e complexas
(BERG et al., 2014; SMITH et al., 2015).

E possivel tracar diferentes tipos de interagdes entre microrganismos e as
plantas, as bactérias endofiticas colonizam a parte interna do tecido vegetal sem
causar nenhum dano aparente, diferente dos microrganismos fitopatogénicos.
Existem também os microrganismos que habitam a parte externa do tecido vegetal, a
esses damos o nome de epifiticas. Porém, essa classificagdo tem carater apenas
didatico, visto que na natureza esses papeis podem se alternar a depender das
condi¢des. Portanto, pode-se dizer que ha um gradiente separando essas possiveis
relagdes, o que torna dificil determinar limites exatos para discriminar cada uma das
trés categorias mencionadas (AZEVEDO et al., 1998, HARDOIM et al. 2015).
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A rizosfera, regidao do solo proxima as raizes das plantas, € um ambiente
dinamico e biologicamente ativo, onde ocorre uma complexa interagdo entre plantas,
microrganismos e componentes abioticos. Essa zona é rica em exsudatos radiculares,
como agucares, aminoacidos e acidos organicos, que servem como fonte de carbono
e energia para microrganismos (GRAY & SMITH, 2005). Em troca, esses
microrganismos desempenham fungdes essenciais para as plantas, como a fixagao
biolégica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos insoluveis e a producdo de
fitormdnios, promovendo o crescimento vegetal (GLICK, 2012). Além disso, muitos
deles atuam na supressao de fitopatégenos por meio da producdo de compostos
antimicrobianos ou pela competicdo por nutrientes e espaco. Essa interacéo
simbidtica é essencial para a saude do solo, contribuindo para a nutri¢cao e resiliéncia
das plantas frente a estresses bidticos e abidticos, sendo um pilar fundamental na
adocgao de praticas agricolas sustentaveis (KUNC & MACURA, 1988).

3.4.1 Biofilme

As bactérias se ligam aos substratos bidticos (como o tecido vegetal, animais e
outros microrganismos) e abidticos (como o solo, metais, vidros) e podem existir como
células unicas, agregados celulares e biofiimes. O biofilme é descrito como uma
estrutura bem-organizada formada por uma comunidade bacteriana, encapsulada em
uma matriz autossintetizada, onde ocorre comunicag¢ao entre as células bacterianas
(Armbruster e Parsek, 2018). Esses biofilmes podem apresentar-se em apenas uma
camada ou multicamadas, contendo uma ou mais espécies de bactérias associadas
a uma matriz em contato com uma superficie especifica.

Pesquisas detalhadas tém destacado as caracteristicas dos biofilmes
bacterianos, que permitem sua aplicagdo em areas como purificagéo de agua (Sehar
e Naz, 2016), biorremediagdo (Edwards e Kjellerup, 2013) e agricultura
(Velmourougane et al., 2017). Estudos indicam que os biofilmes sdo capazes de
degradar compostos contendo nutrientes complexos, com carga de nitrogénio e
fésforo (lkuma et al.,, 2013). Além disso, os biofiimes podem capturar patégenos
presentes em aguas contaminadas antes de seu descarte no ambiente ou uso em
sistemas agricolas (Sehar e Naz, 2016).

Associagbes de biofilmes com superficies organicas tém sido amplamente
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investigadas, o que tem incentivado sua aplicagao na agricultura (Singh e Chauhan,
2017). Os biofilmes bacterianos podem ser encontrado em diferentes nichos do solo
de um sistema agricola e as bactérias presentes na matriz do biofiime sado capazes
de produzir compostos que inibem o crescimento de outros microrganismos presentes
no sistema radicular das plantas. Os fungos também sao encontrados habitando os
mesmos micro nichos no solo. Essa coexisténcia pode trazer diferentes vantagens
para o metabolismo de cada microrganismo, mas também contribui para a saude das
plantas e dos ecossistemas (Deveau et al. 2018).

Tendo em foco o setor agricola os biofiimes podem apresentar diversos
beneficios para uma aplicagao biotecnoldgica. O uso desses microrganismos capazes
de produzir tais estruturas tem se mostrado inovador e ecologicamente corretos tem
a capacidade de proteger as plantas de diferentes doencas, mas também de
diferentes condigdes abidticas como estresse hidrico, salinidade, poluentes organicos
e inorganicos, o que pode potencialmente aumentar a produgéo agricola (Malusa et
al. 2012). Assim, ndo apenas ha beneficios para o crescimento das plantas como
consequéncia de tais interagdes, mas também a qualidade do solo melhora devido ao
aumento no ciclo de nutrientes provocado pela acao destas bactérias (Velmourougane
etal., 2017).

Dito isso, algumas propriedades, como a expansao por swarming e a produgao
de biofilme, sdo caracteristicas desejaveis para isolados com potencial para promover
o crescimento de plantas (VERSTRAETEN et al., 2008).

3.4.1.1 Swarming bacteriano

O swarming bacteriano € um tipo de motilidade cooperativa exibida por algumas
bactérias em superficies umidas ou semissélidas. Esse comportamento envolve a
movimentacado coordenada de populagdes bacterianas, facilitada pela agao conjunta
de flagelos, producdo de moléculas surfactantes e alteragcbes morfoldgicas que
aumentam a capacidade de movimentacao (Kearns, 2010). Essa motilidade permite
que as bactérias explorem novos nichos e colénias em busca de nutrientes, conferindo
uma vantagem adaptativa em ambientes complexos, como a rizosfera.

Na interacdo planta-microrganismo, o swarming desempenha um papel

essencial no potencial de colonizacao radicular. A movimentacao eficiente facilita a
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migracao das bactérias recrutadas em diregdo as raizes, onde elas encontram um
ambiente rico em exsudatos radiculares que servem como fonte de carbono e
nutrientes ((MCCARTER, 2010)). Além disso, o swarming aumenta a dispersao
populacional, permitindo que a bactéria se estabeleca de maneira mais uniforme ao
longo do sistema radicular, formando biofilmes protetores que podem beneficiar as
plantas.

O swarming também pode melhorar a eficacia de RPCP ao aumentar a
probabilidade de interagdes benéficas, como a produgao de fitohormonios, fixagdo de
nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos (VENIERAKI et al.,, 2016). Esse movimento
coordenado também pode ajudar na competicdo contra patdogenos na rizosfera,
reduzindo sua capacidade de colonizagdo ao ocupar o espaco fisico e consumir os
recursos disponiveis, além disso o swarming é também um mecanismo utilizado pelas
bactérias para se deslocar de regides que contenham compostos toxicos e que
possam ser prejudiciais (VENIERAKI et al., 2016).

3.5 APLICAGAO DAS RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Sabendo as possiveis interacdes que podem decorrer entre bactérias e plantas
€ possivel implementar aplicagdes para estes microrganismos para melhorar o
desenvolvimento de vegetais cultivados nas diferentes culturas. Dessa forma as
RPCP’s tém emergido como uma solugéo biotecnoldgica de grande relevancia na
agricultura moderna, destacando-se por sua capacidade de interagir com as raizes
das plantas e promover seu desenvolvimento de maneira direta ou indireta. Essas
bactérias atuam como biofertilizantes, fitoestimulantes e moderadoras de estresses
bidticos e abidticos, potencializando a produtividade agricola enquanto reduzem a
dependéncia de insumos quimicos sintéticos tradicionais (VACHERON et al., 2013;
BACH et al., 2016).

Os bioinsumos microbianos baseados em RPCVs sdo formulados com
microrganismos vivos que, ao serem aplicados no solo, sementes ou diretamente as
plantas, podem vir a disponibilizar nutrientes de forma mais eficiente, estimular o
crescimento radicular e aumentar a biomassa vegetal (VESSEY, 2003). Essa
tecnologia permite o uso combinado com fertilizantes minerais, possibilitando a

reducdo de doses de quimicos sem comprometer o rendimento agricola por
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aumentarem a assimilagdo dos nutrientes pelo vegetal (CANBOLAT et al., 2006).
Contudo, o sucesso dessa abordagem depende de fatores como a compatibilidade
entre as espécies de plantas e as rizobactérias, as condi¢gdes do solo e a formulacao
do produto, que deve assegurar a viabilidade dos microrganismos e sua
funcionalidade no campo (BASHAN et al., 2014).

No Brasil, a ampla biodiversidade microbiolégica e o protagonismo no setor
agricola conferem ao pais uma posigao privilegiada no desenvolvimento e aplicagéo
de inoculantes. Dados da ANPIlI (2020) indicam que a maior parte das doses
comercializadas se destina as culturas de soja, com menor aplicagdo em gramineas
e leguminosas como feijdo-comum e feijdo-caupi, revelando um mercado ainda
subexplorado para outras culturas. Esse cenario reflete a necessidade de expandir o
uso de RPCVs para diversos sistemas agricolas, especialmente em um momento em
que o mercado global de biofertilizantes apresenta crescimento acelerado como visto
no crescimento de 15% na safra 2023/24, movimentando cerca de R$ 5 bilhdes
(CropLife Brasil, 2024).

Além do impacto econbmico, as RPCVs também oferecem beneficios
ecoldgicos. Elas melhoram a saude do solo, promovem a ciclagem de nutrientes e
auxiliam na mitigacao dos efeitos de mudancas climaticas, como a tolerancia a seca
e salinidade. No entanto, o desenvolvimento de produtos comerciais com base em
RPCVs ainda enfrenta desafios, incluindo a necessidade de triagem criteriosa de
linhagens, validagdes em campo e regulamentagdes nacionais e internacionais
complexas (TIMMUSK et al., 2017).

3.6 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

As bactérias possuem um ou mais mecanismos de acido que promovem O
crescimento vegetal, dependendo do pool génico especifico da linhagem em questao.
Esses mecanismos, que frequentemente atuam de forma sinérgica, podem ser
classificados como diretos ou indiretos (GLICK, 1994). Os mecanismos diretos
incluem a produgéao de fitormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas, além da
fixagdo biolégica de nitrogénio, solubilizagao de fosfato e potassio, e sequestro de
ferro por meio da producéao de sideréforos bacterianos. Por outro lado, os mecanismos

indiretos englobam a produgcédo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
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deaminase, antibioticos, enzimas de degradacdo da parede celular, cianeto de
hidrogénio, induc&o de resisténcia sistémica e o quorum quenching (OLANREWAJU
etal., 2017).

Esses mecanismos tém sido amplamente discutidos em trabalhos de reviséo e
livros, como os de Hayat et al. (2010), Duca et al. (2014), Glick (2015), Olanrewaju et
al. (2017) e Prasad et al. (2019). Entre eles, a produc&o de fitormbnios tem recebido
atencao crescente devido aos seus efeitos benéficos observados em estudos sobre

inoculagdes com rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCPs).

3.6.1 Mecanismos de promog¢ao de crescimento de plantas

3.6.1.1 Producéo de fitohormdnios

Fitormbénios sdo mensageiros quimicos produzidos em concentragdes
reduzidas pela planta, com atuagdo nos locais de sintese e/ou a distancia, e que
apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas. Quase todos os processos
fisiolégicos vegetais sdo regulados por duas ou mais classes de hormoénios. Dentro
dessas classes encontram- se as auxinas, citocininas e giberelinas, além do etileno e
acido abscisico (TAIZ & ZEIGER, 2017). Além dos vegetais, microrganismos também
sdo capazes de sintetizar fitormbénios ou moléculas analogas aos fitohorménios
(GLICK, 2015). A sintese destes compostos em alguns organismos ainda ndo possui
uma fungao clara, mas depreende-se que estes compostos foram selecionados ao
longo do processo evolutivo para atuar como mediadores quimicos nas diferentes
interagdes ecoldgicas estabelecidas entre micro-organismos e vegetais.

De acordo com SPAEPEN et al., 2007, a capacidade das rizobactérias em
produzir fitorménios, como o acido indol-3-acético (AlA), € uma caracteristica que
cerca de 80% possuem, e representa um potencial significativo para a promocao do
crescimento vegetal, com amplas possibilidades de aplicacdo na agricultura
sustentavel. O AIA, um dos principais fitormdnios naturais, desempenha papéis
fundamentais no crescimento das plantas, como a regulagado da elongacao celular,
divisao celular, desenvolvimento radicular, e a formacao de raizes laterais (CALVO et
al., 2014). Quando produzido por microrganismos, o AlA nao apenas facilita esses

processos, mas também pode melhorar a resposta das plantas a estresses abidticos
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e bidticos, aumentando sua capacidade de absorgdo de nutrientes e resisténcia a
condigbes adversas (BIANCO et al., 2006, 2009; IMPERLINI et al., 2009; KIM et al.,
2011; DONATI et al., 2013; REPAR et al., 2013).

Essa producdo bacteriana de fitormbnios se revela como uma ferramenta
biotecnoldgica poderosa para a agricultura moderna. Microrganismos como as
bactérias do género Bacillus tém sido amplamente estudados por sua habilidade em
produzir AIA e outros compostos bioativos que promovem o crescimento vegetal
(BETTIOL et al., 2012; BORRIS, 2016). Essa capacidade n&o € apenas uma
curiosidade cientifica, mas uma oportunidade concreta de aplicar esses
microrganismos como biofertilizantes e bioestimulantes. O uso de bactérias
produtoras de fitormbnios como Bacillus sp., Azospirilum e Pseudomonas em
ambientes agricolas pode levar a uma série de beneficios, incluindo o aumento da
biomassa radicular, melhor adaptacdo das plantas ao solo, e maior resisténcia a
patogenos e fatores de estresse (BIANCO et al., 2006, 2009; IMPERLINI et al., 2009;
KIM et al., 2011; DONATI et al., 2013; REPAR et al., 2013).

3.6.1.2 Nutrientes no solo

Apesar do grande aumento na produtividade agricola provocado pelo uso de
fertilizantes quimicos no ultimo século, este aumento ndo seria possivel sem impactos
ambientais (Ramankutty et al., 2018). O uso excessivo de fertilizantes soluveis causou
serias complicagcbes em ambientes aquaticos devido a lixiviagdo dos mesmos para
corpos aquaticos (Bennett E.M. et al., 2001; Ghaly and Ramakrishnan, 2015). Esse
fenbmeno provoca a eutrofizacdo de corpos aquaticos, que € um acumulo de
nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio, que provoca um crescimento
vertiginoso de algas e cianobactérias, essas por sua vez diminuem a quantidade de
oxigénio dissolvido e aumento de toxinas na agua, o que leva a morte de peixes e
invertebrados nos corpos hidricos (Huisman et al., 2018).

Adicionalmente a produgao de fertilizantes quimicos € responsavel por grande
parte das emissdes de gases do efeito estufa, que leva as alteragdes climaticas
provocadas pela acdo humana. A cadeia de producéo de alimentos € responsavel por
29% das emissdes de gases de efeito estufa, grande parte sendo pela produgéo de

fertilizantes, que além dos altos custos energéticos também demandam uma grande
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operacgao de extragao (Vermeulen et al., 2012). Ainda mais preocupante é o fato de
que as alteragdes climaticas também afetam as produg¢des agricolas. Temperaturas
mais elevadas influenciam a capacidade das plantas de absorver e utilizar a agua de
forma eficaz, o que pode impactar negativamente seu crescimento e a producao de
graos (Cline, 2008).

Um outro aspecto € o de que os fertilizantes quimicos sao caros, isso impde
um seério risco para a seguranga alimentar de um pais em que pequenos produtores
tém grande importancia na produg¢ao de alimentos. Isso é o caso do Brasil, um pais
que importa cerca de 70% dos fertilizantes nitrogenados, 50% dos fertilizantes de
fosfato (P205) e mais de 90% dos fertilizantes de potassio (K20) (Ogino et al., 2021).
A utilizagdo de rochas que possuem em sua composi¢ao tais minerais, fosfato (P) e
potassio (K), € uma alternativa promissora para ajudar os paises a reduzirem a
dependéncia da importacdao de fertilizantes quimicos utilizando seus recursos
geologicos (Van Straaten, 2006).

Intemperismo € um termo que descreve o processo geral pelo qual as rochas
sao degradadas em sedimentos, argilas, solos e substancias dissolvidas na agua. A
juncao da acao da agua, variagao de temperatura e acdo de microrganismos sao 0s
responsaveis pelo intemperismo (Zaharescu et al., 2020).

Os nutrientes das plantas, com excec¢ao do nitrogénio, ttm como origem o
intemperismo de minerais primarios, tornando a agao de microrganismos pioneiros
essencial para o estabelecimento de comunidades vegetais. Por sua vez, as plantas
intensificam significativamente o intemperismo dos minerais no solo ao melhorar
propriedades basicas do solo, influenciando na dindmica da agua e regulagao do ciclo
de cations na solugao do solo (Li et al., 2006). Por meio dos exsudatos radiculares, as
plantas liberam acidos organicos e ligantes quimicos que facilitam a solubilizacédo de
minerais (Lucas, 2001). Além disso, as plantas exsudam acgucares, aminoacidos,
enzimas, acidos graxos, esterois, fatores de crescimento, vitaminas e metabdlitos
secundarios, criando um ambiente rico em nutrientes ao redor das raizes, a rizosfera.
Essa regido sustenta uma comunidade microbiana diversa e promove o intemperismo
de minerais a taxas muito superiores as observadas no solo em massa (Vives-Peris
et al., 2020; Richter et al., 2007). As bactérias da rizosfera contribuem para esse
processo de forma direta, solubilizando minerais (intemperismo microbiano direto), ou

de forma indireta, ao melhorar o crescimento e a aptidao das plantas, beneficiando-se
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da atividade de intemperismo promovida pelas plantas.

A dissolucao mineral resultante da atividade microbiana pode ser um processo
ativo ou colateral. Os principais mecanismos geralmente associados ao intemperismo
bacteriano incluem alteragdes no pH ao redor do mineral e dissolu¢gao promovida por
protons, quelatagdo de elementos presentes em uma matriz mineral ou no solo, e
reacdes de oxirredugcdo (Samuels et al., 2020). A esse respeito, microrganismos
benéficos, como bactérias solubilizadoras de fosfato e potassio, geralmente
encontrados na rizosfera da maioria das plantas, estao atraindo atencao especial pelo
seu potencial em aumentar a disponibilidade e assimilagdo desses nutrientes para as
plantas (Elhaissoufi et al., 2021; Jilani et al., 2021; Khan et al., 2022).

3.6.1.3 Controle biologico de patdégenos e doengas por bactérias

No Brasil, o controle bioldégico comegou a ser desenvolvido na década de 1940,
com a criagao do Instituto Biolégico de Sao Paulo. Criado em 1927 com o objetivo de
estudar e controlar doengas de plantas e animais. Na década de 1940, o instituto
passou a se dedicar ao estudo do controle biolégico de patdgenos agricolas, tornando-
se uma das principais instituicbes de pesquisa nessa area no pais. Desde entéo, o
Brasil tem desenvolvido diversas tecnologias de controle biolégico, como o uso de
parasitoides, predadores e patdgenos para controlar patdégenos agricolas,
contribuindo para reduzir o uso de defensivos quimico-sintéticos (Teixeira, C.P. et al,
2010).

Existem varias formas de controle biolégico de conservacédo, que seria o
controle biolégico que ndo ocorre naturalmente, mas que exige uma intervengao
humana, a fim de garantir um melhor desempenho de antagonistas naturais que
ocorrem no solo. Uma das formas de garantir melhor desempenho desses
antagonistas é o controle biolégico aumentativo, que € uma técnica que envolve a
multiplicagdo em massa de inimigos naturais, que sao posteriormente inoculados para
controlar patégenos em culturas agricolas. Essa técnica pode ser empregada de duas
formas diferentes: o controle biolégico inundativo, que é utilizado em culturas com
ciclo de producgao curto, e o controle bioldgico inoculativo sazonal, que € utilizado em
culturas com ciclo de produgao longo e tem como objetivo o controle de patégenos
por varias geragdes (MENDES, et al., 2011; PARNELL, et al., 2016; VAN LENTEREN,
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2012, 2018).

Bactérias do género Bacillus spp. também se mostram eficientes no controle
biolégico de doengas em plantas, atuando em patogenos foliares e radiculares
(JUNIOR; SANTOS; AUER, 2002). Este & um género bacteriano altamente resistente
a intempéries ambientais, como o calor, isso se deve a sua capacidade de formagéao
de estruturas de resisténcia, os endosporos (BETTIOL, 2007), possibilitando maior
sobrevivéncia em variados ambientes de produg&o agricola e um aumento no tempo
de prateleira dos produtos biolégicos a base desse microrganismo. Entre as espécies
desse género bacteriano, a espécie Bacillus subtilis € a mais estudada e se destaca
pelos resultados positivos como agente de biocontrole, na qual possui amplo espectro
de acao por agir, especialmente por antibiose, produzindo lipopeptideos das familias
da surfactina, iturina e fengicina que possuem atividade antifungica e inibitéria no
crescimento de fitopatégenos (FILHO; FERRO; PINHO, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTIRPES BACTERIANAS E PREPARO DE SUSPENSAO DE CELULA (SC)

Foram utilizados 24 estirpes pertencentes a diferentes géneros
bacterianos nos experimentos que apresentaram potencial para promocado do
crescimento de plantas em estudos anteriores. Os estirpes encontram-se
criopreservados a -80°C, em meio de cultura Triptona Soja Caldo (TSB), acrescido de
20% de glicerol, sendo pertencentes a colegdo de microrganismos do Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (LABIM) da Universidade Estadual de Londrina, Parana,
Brasil. A cepa B. subtilis ATCC 168 foi utilizada como controle negativo de atividade
antagonista, sendo encontrada armazenada a -80 °C na cole¢do de microrganismos
do LABIM.

Tabela 1 — Estirpes de bactérias utilizadas no trabalho.

Estirpes Bacterianas

L17 L22 L29 L32 L39 L40
L41 L43 L44 L46 L47 L48
L49 L50 L51 L52 L53 L95

L128 L130 L159 L178 L317 L340

As estirpes foram ativados em placas contendo Triptona de Soja Agar (TSA) a
qual foi incubada a 28+1°C durante 24h, apos isso, foram novamente repicados, a
partir de uma unica colénia isolada, e incubadas a 28+1°C durante 18h. A partir da
placa de repique coldnias isoladas da cultura foram suspensas em uma solugao salina
esterilizada contendo 0,85% de cloreto de sddio e ajustadas a um valor de 0,5 na
escala nefelométrica de McFarland, correspondendo a uma concentragdo de 1,5x108

unidades formadoras de colénias (UFC).

4.2 CARACTERIZACAO MICRO E MACROSCOPICAS

4.2.1 Microscopia Optica

Todos as estirpes foram classificados com relagao a coloracao de Gram a partir
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de culturas com 24h de incubacao a 28+1°C para determinagao do tipo de parede
celular. Também foram classificados com relagdo a capacidade de formacado de
endosporos a partir de culturas com 4 dias de incubacdo a 28+1°C que foram
observadas em microscopia de contraste de fase afim de confirmar a presenga de

enddsporos e sua posi¢cao de formagao na célula vegetativa.
4.2.2 Classificagdo macromorfolégica

As estirpes L22, L29, L39, L40, L41, L43, L44, L46, L47, L48, L49, L50, L51,
L52, L53, L95, L128, L130, L159 e L178 foram semeados em meio Agar Luria-Bertani
Miller, com 2.0% de agar, por esgotamento e incubados a 28+1°C durante 18h, as
estirpes L317 e L340 foram semeadas no mesmo meio e incubados durante 48h; as
estirpes L17 e L32 foram semeadas em meio ISP2, com 2.0% de agar, por
esgotamento incubados a 28+1°C durante 48h para visualizagdo das colbnias
isoladas, que foram classificadas quanto as seguintes propriedades: Tamanho,
Formato, Tipo de Borda, Elevacdo, Aspecto e Propriedades Opticas assim como
descrito por Malajovich (2015). Posteriormente, as imagens das col6nias foram
registradas com camera embutida (Leica EC3) em esteromicroscépio (Leica S6D,

Suécia) e visualizadas no software LAS EZ v3.0.0. 2013.

4.3 ANTAGONISMO CONTRA FUNGOS FITOPATOGENICOS

4.3.1 Fungos fitopatogénicos

Foram utilizados os fungos fitopatogénicos Colletotrichum truncatum e
Cercospora kikuchii, para a realizagcdo dos experimentos, que se encontram

armazenados a 4°C, na cole¢ao micoldgica do LABIM.
4.3.2 Cultura dupla

Em placas de 90 mm contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
as estirpes foram inoculadas em uma linha, a 1 cm da borda, utilizando uma alga

bacteriolégica embebida em uma aliquota da suspensao celular (SC). Na extremidade
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oposta da placa, foi depositado um disco de agar (6 mm) contendo o micélio do fungo
fitopatogénico. Também foram preparados 3 controles para o crescimento do fungo,
do qual nao continham inéculo bacteriano.

Posteriormente, as placas foram incubadas em BOD, a 25+1°C com
fotoperiodo de 12 horas, e o tempo de incubagéao para finalizagao do experimento foi
determinado pelo controle de crescimento do fungo, sendo que quando o fungo
completasse toda a extensao da placa de controle o experimento se encerrava.

Foram realizados trés experimentos independentes, com trés repeticdes de
cada um das estirpes em cada experimento, totalizando 9 avaliagdes para cada estirpe
avaliada.

Foram consideradas apenas os testes com as estirpes que apresentaram
menos de 80% do crescimento micelial do fungo fitopatogénico, os testes com as
estirpes que apresentaram crescimento igual ou superior a 80% foram considerados

como sendo incapazes de ter controle sobre o crescimento micelial.
4.3.2.1 Avaliacédo do experimento

A capacidade antagonista de cada isolado foi expressa em porcentagem,
representando a Reducdo do Crescimento Micelial (RCM), calculada conforme
descrito por Berté et al. (2022). Para os ensaios realizados com C. truncatum e C.

kikuchii, o RCM foi determinado utilizando a seguinte equacéao:

100

RCM = AIC % —————
" 5671625

Na equacdo, AIC representa a Area de Inibicdo de Crescimento, enquanto

56,71625 corresponde a area total de uma placa de Petri de 90 mm de diametro.
4.4 EXPANSAO POR SWARMING

Em placas contendo o meio de cultura TSA semisolidificado (0,7% agar) foram
inoculados 10uL de SC ao centro, conforme descrito por KEARNS & LOSICK, 2003.
Posteriormente foram incubadas a 2841 °C por 12 horas. A capacidade de expansao
foi determinada pelo raio das colénias passadas 12 horas. O experimento foi realizado
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trés vezes em triplicata, totalizando 9 avaliagdes para cada estirpe avaliada.

4.5 FORMACAO DE BIOFILME DO TIPO PELICULA

A capacidade das estirpes de produzirem biofilme do tipo pelicula foi avaliada
quantitativamente em intervalos de 24, 48 e 72 horas, seguindo o protocolo descrito
por El-Khoury et al. (2016). O experimento foi conduzido em placas de poliestireno de
24 pogos, onde cada pogo recebeu 2 mL de meio Triptona de Soja Caldo (TSB),
inoculado com 10 pyL de uma suspensao celular (SC). As placas foram incubadas a
28 °C por 24, 48 e 72 horas.

Ap0bs o periodo de incubacao, o meio de cultura foi cuidadosamente removido
utilizando uma seringa com agulha (26G). Em seguida, 1 mL de solugédo salina foi
adicionado a cada po¢o e homogeneizado com o biofilme formado utilizando uma
ponteira de micropipeta para realizar um atrito mecanico afim de retirar todo biofilme
formado nas laterais dos pogos, e por meio de movimentos de aspiracao e liberagao
o conteudo, do pogo, pode ser homogeneizado afim de quebrar a estrutura rigida
formada pelo biofilme e deixar o mais homogéneo possivel.

A producao de biofilme foi quantificada por meio de leitura da densidade 6ptica
(OD600) em um espectrofotbmetro (Labtron, modelo LUS-A21, Reino Unido) da
mistura de salina e biofilme homogeneizado contido nos pogos. O experimento foi
realizado em trés ocasides, cada uma em quadruplicatas, totalizando 12 avalia¢des

para cada estirpe avaliada.

4.6 POTENCIAL DE PRODUGAO DE COMPOSTOS INDOLICOS

Para a avaliacdo do potencial de producdao de AIA foram realizadas
fermentacgdes utilizando o meio de cultura Triptona de Soja Caldo (TSB) acrescido de
1 g/L de L-Triptofano. O experimento foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 150 mL,
nao aletados, contendo 45 mL de meio de cultura do qual foram inoculados com 450uL
de SC. Apés a inoculagao, os frascos foram incubados a 28 + 1 °C, com agitagao
constante de 200 rpm (agitador orbital Thoth 6430B, Brasil), durante 5 dias no escuro.

A quantificagao da produgéo de AlA foi feita de acordo com Gordon & Weber,
1951, onde o fermentado é centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos e uma

aliquota de 1.5mL do sobrenadante livre de células € misturada a 1.5mL de reagente
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de Sawlkosvisk Modificado (BAUTISTA; GALLARDO, 2008), a solugao foi
posteriormente incubada a temperatura ambiente por 30 minutos com auséncia de luz
para que ocorresse a reacao e, entdo, foi realizada a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 530nm. Uma solugao de AlA comercial
foi utilizada para o preparo da curva padrao nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100 mg/mL. O experimento foi realizado duas vezes em duplicata,

totalizando 4 avaliagdes para cada estirpe avaliada.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos descritos nos itens 4.3 — 4.6 tiveram todos os dados obtidos
analisados pelos testes estatisticos de Shapiro-Wilk, de Bartlett e de Durbin-Watson
para verificar adequacdo aos pressupostos de normalidade dos residuos,
homogeneidade das variancias e independéncia dos residuos, respectivamente
(p<0,05). Os dados em adequagao com os pressupostos foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de Scott-Knott (p<0,05). Dados que nédo atendiam aos
pressupostos foram transformados utilizando o pacote bestNormalize (PETERSON,
RYAN, 2021). Os dados transformados atenderam aos pressupostos e foram
submetidos a analise de varidncia e ao teste de Scott-Knott (p<0,05). Todas as

analises foram realizadas utilizando o software R (v4.1.2).
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5.1 CARACTERIZACAO MICRO E MACROSCOPICA
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Dentre as estirpes bacterianos estudados, verificou-se que 23 sdo Gram-

positivos e 1 Gram-negativo, destacando a predominéncia de bactérias Gram-

positivas no grupo estudado. Além disso todos as estirpes Gram-positivos

apresentaram a capacidade de formacao de enddsporos. As colonias formadas pelas

estirpes apresentam um didmetro médio de 0,40 a 3,30 mm, formatos circular e

filamentoso; borda lisa, filamentosa ou lobada; quanto a elevagdo sao convexas,

protuberantes ou achatadas e possuem diferentes texturas e propriedades Opticas

conforme detalhado na Tabela 2 e ilustrado nas Figura 3, Figura 4 e Figura 5.

Tabela 2 - Caracterizagdo macromorfolégica das colbnias.

Cepas| Diametro médio Tipo de Propriedades
(mm) Formato borda Elevacao Aspecto opticas
L17 1,2 Circular Lobado Convexa Seco Bege rugosa
L22 2,3 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L29 1,1 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L32 1,3 Circular Lobado Convexa Seco Bege rugosa
L39 2,4 Circular Lobado Protuberante | Centro iumido e borda seca Bege rugosa
L40 2,8 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L41 1,8 Circular Liso Protuberante | Centro iumido e borda seca Bege rugosa
L43 3 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L44 2,1 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L46 0,8 Circular Liso Convexa Seco Bege rugosa
L47 1,5 Circular Liso Convexa Umida Alaranjado brilhoso
L48 7 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L49 7,5 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L50 6,2 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L51 5,5 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L52 5 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L53 6,8 Filamentosa | Filamentosas| Achatada Seco Branca opaca
L95 0,8 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L128 1,8 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L130 1,6 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L159 2 Circular Lobado Achatada Seco Bege rugosa
L178 3,2 Circular Liso Convexa Umida Bege brilhosa
L317 1 Filamentosa | Filamentosas| Ondulada Membranosa Bege opaca
L340 2,3 Circular Liso Convexa Viscosa Bege rugosa
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Figura 3 — Macrografias de coldnias

Legenda: Colbnias de L17 (1), L22 (2), L29 (3), L32 (4), L39(5), L40 (6), L41 (7), L43 (8), L44 (9), L46 (10), L47 (11), L 48 (12), L49 (13), L50 (14), L51 (15),
L52 (16), L53 (17), L95 (18), L128 (19), L130 (20), L159 (21), L178 (22), L317 (23) e L340 (24). A barra nas imagens representa 1mm nos aumentos
utilizados.
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Figura 4 — Microscopia 6ptica de laminas coradas pela coloragao de Gram

Legenda: Estirpes Gram-positivas L17 (1), L22 (2), L29 (3), L32 (4), L39(5), L40 (6), L41 (7), L43 (8), L44 (9), L46 (10), L47 (11), L 48 (12), L49 (13), L50
(14), L51 (15), L52 (16), L53 (17), L95 (18), L128 (19), L130 (20), L159 (21), L178 (22), L317 (23). Isolado Gram-negativo L340 (24).
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Figura 5 — Microscopia 6ptica de contraste de fase

Legenda: Estirpes capazes de se diferenciar em enddsporos L17 (1), L22 (2), L29 (3), L32 (4), L39(5), L40 (6), L41 (7), L43 (8), L44 (9), L46 (10), L47 (11),
L48 (12), L49 (13), L50 (14), L51 (15), L52 (16), L53 (17), L95 (18), L128 (19), L130 (20), L159 (21), L178 (22), L317 (23). Isolado incapaz de diferenciagédo
em endosporos L340 (24).
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5.2 ANTAGONISMO CONTRA FUNGO FITOPATOGENICOS

Dentre as estirpes estudados 16 deles apresentaram capacidade de reduzir o
crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos avaliados, sendo encontradas
diferengas significativas de controle entre as estirpes que apresentaram capacidade
de controle (Tabela 3, Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada., Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada., Figura 6 e Figura 7).

Tabela 3 - Valores de RCM (%) obtidos em ensaios de cultura dupla.

Fungos fitopatogénicos

Estirpes
C. truncatum C. kikuchii

ATCC 168 - -
L17 64,57 d 68,49 c
L22 74,38 a 76,16 a
L29 66,37 c 66,29 c
L32 44,81 e 66,09 c
L39 72,73 a 70,67 b
L40 64,57 d 72,81b
L41 73,46 a 72,86 b
L43 73,58 a 76,20 a
L44 71,29 b 71,51 b
L46 22,73 52,51d
L47 - -
L48 - -
L49 - -
L50 - -
L51 - -
L52 - -
L53 - -
L95 70,46 b 70,94 b
L128 70,39 b 74,55 a
L130 71,13 b 75,29 a
L159 71,22 b 73,09 b
L178 67,32 c 76,39 a
L317 47,16 e 65,82 c
L340 - -

Valores de RCM (%) seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott (p < 0,05). Os tragos representam a incapacidade da estirpe performar no ensaio.
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Grafico 1 - Grafico de barras com os valores de RCM (%) obtidos no ensaio contra C. fruncatum
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Valores de RCM (%) seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nado diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott (p < 0,05).
Gréfico 2- Grafico de barras com os valores de RCM (%) obtidos no ensaio contra C. kikuchii
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Valores de RCM (%) seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05).

Nos ensaios de controle dos fungos fitopatogénicos C. truncatum (Figura 6) e
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C. kikuchii (Figura 7) foram obtidos diferentes percentuais de RCM variando de 74,38
a 22,73 e 76,39 a 52,51, respectivamente. Nos dois casos foram encontradas
diferengas significativas entre as estirpes que apresentaram a capacidade de reduzir
o crescimento micelial.

Nos ensaios contra C. truncatum as estirpes foram agrupadas em 6 diferentes
grupos sendo o grupo que recebeu ranking “A” formado por L22, L43, L41 e L39 o que
apresentou maior capacidade de RCM, sendo maior que dos demais estirpes
testadas, com valores de 74,38 % a 72,73 %. O grupo que recebeu ranking “B”
formado pelas estirpes L44, L159, L130, L95 e L128 obteve um desempenho menor
com RCM variando entre 71,29 % a 70,39 %. O grupo que recebeu ranking “C”
formado por L178 e L29 que obteve valores de RCM de 67,31 % a 66,37 %, com um
desempenho menor que os grupos anteriores. O grupo que recebeu ranking “D”
formado por L17 e L40 que obteve valores de RCM de 64,57 % a 64,51 %. O grupo
que recebeu ranking “E” formado por L317 e L32 que obteve valores de RCM de 47,16
% a 44,81%. E por fim, o unico isolado pertencente ao grupo com menor desempenho,
0 grupo que recebe o ranking “F” composto pelo isolado L46 que obteve um valor de
RCM de 22,73 %.

Ja nos ensaios realizados contra C. kikuchii as estirpes L178, L43,L22,L.130 e
L128 apresentaram maior capacidade de RCM, sendo maior que das demais estirpes
testados, com valores de 76,39 % a 74,55 %. O grupo que recebe o ranking “B”
formado pelas estirpes L159, L41, L40, L44, L95 e L39 que obtiveram valores de RCM
variando entre 73.09 % a 70,67 %. O grupo que recebe o ranking “C” formado pelas
estirpes L17, L29, L32 e L317 que obtiveram valores de RCM variando entre 68,49 %
a 65,82 %. E por fim, o unico isolado pertencente ao grupo com menor desempenho,
0 grupo que recebe o ranking “D” composto pelo isolado L46 que obteve um valor de
RCM de 52,51 %.
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Figura 6 - Controle de C. truncatum em ensaios de cultura dupla.

Legenda: Ensaios de cultura dupla e L17 (1), L22 (2), L29 (3), L32 (4), L39(5), L40 (6), L41 (7), L43 (8), L44 (9), L46 (10), L47 (11), L 48 (12), L49 (13),
L50 (14), L51 (15), L52 (16), L53 (17), L95 (18), L128 (19), L130 (20), L159 (21), L178 (22), L317 (23), L340 (24), B. subtilis ATCC 168 (25) e Controle de

crescimento micelial de C. truncatum.
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Figura 7 - Controle de C. kikuchii em ensaios de cultura dupla.

Legenda: Ensaios de cultura dupla e L17 (1), L22 (2), L29 (3), L32 (4), L39(5), L40 (6), L41 (7), L43 (8), L44 (9), L46 (10), L47 (11), L 48 (12), L49 (13),
L50 (14), L51 (15), L52 (16), L53 (17), L95 (18), L128 (19), L130 (20), L159 (21), L178 (22), L317 (23), L340 (24), B. subtilis ATCC 168 (25) e Controle de

crescimento micelial de C. kikuchii.
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5.3 EXPANSAO POR SWARMING

Dentre as estirpes estudados 17 deles apresentaram capacidade de realizar
expansao por swarming apos incubac¢ao de 12 horas, sendo encontradas diferengas
significativas entre as estirpes (Tabela 4, Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.

e Figura 8).

Tabela 4 - Diametro de swarming obtido nos ensaios de expansao por swarming.

Diametro médio
de swarming (cm)
B. subtilis ATCC 168 -

Estirpes

L17 0,207 g
L22 2,240 e
L29 -
L32 0,511g
L39 0,305¢g
L40 1,207 f
La1 1,521 f
L43 3,314 ¢
La4 3,668 b
L46 -
L47 -
L48 -
L49 -
L50 -
L51 -
L52 -
L53 -
L95 3,146 ¢

L128 4,254 a

L130 2,738 d

L159 2,845d

L178 1,385 f

L1317 -

L340 -

Valores do didmetro de expansao por swarming seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Os tragos representam a incapacidade do estirpe

performar no ensaio.
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Nos ensaios de expansdo por swarming foram encontradas diferencas
significativas dentre os didmetros de swarming entre as estirpes testadas (Figura 4).
As estirpes foram agrupados em 7 diferentes grupos. O isolado que obteve o maior
diametro de swarming foi o isolado L128 com 4,25 cm de diametro. O estirpe que
recebe o ranking “B” formado pelo isolado L44 obteve um didmetro de swarming de
3,66 cm. O grupo que recebe o ranking “C” formado pelas estirpes L43 e L95 obteve
um didmetro de swarming variando entre 3,31 cm a 3,14 cm. O grupo que recebe o
ranking “D” formado pelas estirpes L159 e L130 obteve um didmetro de swarming
variando entre 2,84 cm a 2,73 cm. O estirpe que recebe o ranking “E” formado pelo
isolado L22 com diametro de swarming de 2,24 cm. O grupo que recebe o ranking “F”
formado pelas estirpes L41, L178 e L40 com didmetros de swarming variando de 1,52
cm a 1,20 cm. E por fim, o grupo com o pior desempenho que recebe o ranking “G”
formado pelas estirpes L32, L39 e L17 com diametros de swarming variando de 0,51

cm a 0,20 cm.

Grafico 3 - Grafico de barras com os didmetros das coldnias obtido nos ensaios de expansao por

swarming.
4254 a
i 3'6%‘9':’3.314:;
T T 3147 ¢
T 2846d2739d
L 107
| i 2240 e
1
| | 15221
T 1.386 f
T 1.207f
T
g s
0.512g
T 0.306go0.208g
J_ —_
C L]

1128 144 143 195 1159 L1130 122 141 L178 140 132 L39 L17

p-value < 1e-04;CV = 1414 %

Valores do didmetro de expansao por swarming seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 8 - Colbnias em expansao por swarming.

Legenda: Ensaios de expansao por swarming com as estirpes L17 (1), L22 (2), L32 (3), L39 (4), L40(5), L41 (6), L43 (7), L44 (8), L95 (9), L128 (10), L130 (11), L159
(12) e L178 (13)
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5.4 PRODUGCAO DE BIOFILME DO TIPO PELICULA

Dentre as estirpes que apresentaram a capacidade de formacgao de biofilme do
tipo pelicula foi possivel constatar diferengas significativas com relagdo a absorbancia
quantificada por DO600 apés 24, 48 e 72 horas (Tabela 5).

Nas avaliagdes de 24 horas o isolado que apresentou a maior capacidade de
producao de biofilme do tipo pelicula foi o isolado L95 com um valor médio de DO600
de 4,95. O estirpe que recebe o ranking “B” formado pelo isolado L178 apresentou
valor médio de DO600 de 4,61. O grupo que recebe o ranking “C” formado pelas
estirpes L39, L130, L159, L22, L128 e L41 apresentou valores médios de DO600
variando de 4,43 a 4,03. O estirpe que recebe o ranking “D” formado pelo isolado L44
apresentou valor médio de DO600 de 3,17. O grupo que recebe o ranking “E” formado
pelas estirpes L40 e L29 apresentou valores médios de DO600 de 2,80 e 2,71,
respectivamente. Por fim, o grupo que recebe o ranking “F” formado pelas estirpes
L43 e a cepa referéncia B. subtilis ATCC168 apresentou valores médios de DO600 de
0,96 e 0,86, respectivamente.

Nas avaliagbes de 48 horas o isolado que apresentou maior capacidade de
formacao de biofilme do tipo pelicula foi o isolado L95 com valor médio de DO600 de
8,58. O grupo que recebe o ranking “B” formado pelas estirpes L22, L128, L39, L41,
L130 e L40 apresentou valores médios de DO600 variando de 7,49 a 6,40. O grupo
que recebe o ranking “C” formado pelas estirpes L44, L43, L178 e L29 apresentou
valores médios de DO600 variando de 5,84 a 5,29. O grupo que recebe o ranking “D”
formado pela estirpe L159 apresentou valor médio de DO600 de 4,53,
respectivamente. O grupo que recebe o ranking “E” formado pelas estirpes L32, a
cepa referéncia B. subtilis ATCC168 e L17 apresentou valores médios de DO600
variando de 1,83 a 1,61.

Nas avaliagdes de 72 horas o grupo de estirpes que apresentaram capacidade
superior de produgao de biofilme do tipo pelicula foram as estirpes L41, L39 e L29
com valores médios de DO600 variando de 12,8 a 11,17. O grupo que recebe o
ranking “B” formado pelas estirpes L178, L95, L43, L130, L159, L40, L128, L22 e L44

apresentou valores médios de DO600 variando de 10,15 a 8,28. O grupo que recebe
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o ranking “C” formado pela cepa referéncia B. subtilis ATCC168 que apresentou valor
meédio de DO600 de 3,64. O grupo que recebe o ranking “D” formado pelas estirpes
L32 e L17 apresentou valores médios de DO600 de 2,5 a 1,89.

As estirpes com fendétipo de coldnias filamentosas L48, L49, L50, L51, L52, L53
e L317 nao apresentaram capacidade de formacéo de biofilme do tipo pelicula. O
isolado L340 nao apresentou capacidade de formacgao do biofilme de tipo pelicula. As
estirpes L17 e L32 ndo apresentaram quantidades detectaveis de biofilme do tipo

pelicula nas primeiras 24 horas de incubacgao.

Tabela 5 - Formacgao de biofilme quantificado por DO600 em diferentes tempos de incubagao.

. Tempo
Estirpes
24 horas 48 horas 72 horas
ATCC 168 0,86 e 1,67 e 3,64 c
L17 - 1,61e 1,89d
L22 4,23 b 7,49 b 8,96 b
L29 2,71d 5,29c 11,17 a
L32 - 1,83e 2,50d
L39 4,43 b 7,23 b 11,76 a
L40 2,80d 6,40 b 9,33 b
L41 4,03b 7,11b 12,80a
L43 0,96 f 5,69 c 9,79 b
L44 3,17d 5,84 c 8,28 b
L46 - - -
L47 - - -
L48 - - -
L49 - - -
L50 - - -
L51 - - -
L52 - - -
L53 - - -
L95 4,95a 8,58 a 9,98 b
L128 4,06 c 7,37 b 93b
L130 4,37 c 6,67 b 9,63 b
L159 4,28 c 4,53 d 9,62 b
L178 4,61 b 5,56 ¢ 10,15 b
L317 - - -
L340 - - i,

Valores de DO600 seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott (p < 0,05). Os tragos representam a incapacidade do estirpe performar no ensaio.
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5.5 PRODUCAO DE COMPOSTOS INDOLICOS

A maioria das estirpes apresentou capacidade de producdo de compostos
inddlicos. Apenas as estirpes L48, L50 e L178 n&o apresentaram capacidade de

produgao de quantidades detectaveis de compostos indalicos.

Tabela 6 — Produgéo de compostos indolacético (ug/mL)

Compostos indolacético

Estirpes
(ng/mL)
Azospirillum spp. 99,15a
L17 63,89 C
L22 11,13 f
L29 5,16 g
L32 68,40 b
L39 343g
L40 17,64d
L41 6,10 g
L43 6,40 g
L44 5,26¢g
L46 43¢g
L47 19,17d
L48 -
L49 6,62¢g
L50 -
L51 4,95¢g
L52 11,82 f
L53 9,87 f
L95 392g
L128 14,80 e
L130 4,85¢g
L159 2,36g
L178 -
L1317 7,10g
L340 14,51 e

Valores de compostos indolacético (ug/mL) seguidos pelas mesmas letras em cada coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Os tragos representam a incapacidade do estirpe performar

no ensaio.

As estirpes que apresentaram capacidade de produzir compostos indolacético

foram divididos em 7 diferentes grupos por apresentarem diferencgas significativas na
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quantidade produzida. O isolado de Azospirillum spp. utilizado como controle nos
ensaios foi o que obteve a maior produgédo dos compostos indolacético. O grupo que
recebe o ranking “B” formado pelo isolado L32 produziu uma média de 68,40 ug/mL.
O grupo que recebe o ranking “C” formado pelo isolado L17 produziu uma média de
63,89 pg/mL. O grupo que recebe o ranking “D” formado pelas estirpes L47 e L40
produziu uma média de 19,17 pg/mL e 17,64 ug/mL, respectivamente. O grupo que
recebe o ranking “E” formado pelas estirpes L128 e L340 produziu uma média de
19,17 pg/mL e 17,64 ug/mL, respectivamente. O grupo que recebe o ranking “F”
formado pelas estirpes L52, L22 e L53 produziu em média de 11,82 ug/mL a 9,87
pMg/mL. E porfim, o grupo de menor produgao que recebe o ranking “G” formado pelas
estirpes L317, L49, L43, L41, L44, L29, L51, L130, L46, L95, L39 e L159 produziu em
média de 7,10 ug/mL a 2,36 ug/mL.
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6 DISCUSSAO

Atualmente uma das maiores dificuldades no agronegdcio para o aumento da
produtividade € o controle de patégenos que acometem as principais culturas, dentre
essas patdgenos os fungos fitopatogénicos estao entre um dos principais causadores
de percas nessas culturas. As perdas meédias decorrentes das doengas acometidas
por esse fungos nas principais culturas do mundo (soja, trigo, milho, batata e arroz)
variam de 17% a 30% (SAVARY et al.,, 2019). Essas perdas s&o extremamente
preocupantes pois geram prejuizos econdmicos para os produtores, quanto um
prejuizo social devido aos aumentos nos custos de produgao, que resulta em um
produto mais caro colocando assim em risco a seguranga alimentar do pais.

Dessa forma estratégias para promover o crescimento das plantas através do
uso de microrganismos benéficos, seja de forma direta, através da estimulagao por
horménios ou disponibilizacdo de nutrientes, ou de forma indireta, através do controle
dos patdégenos e doencgas que eles causam, é de fundamental importancia para o
agronegocio e para a sociedade, pois um aumento na produtividade corresponde a
um maior desenvolvimento socioecondmico e, consequentemente, um aumento na
distribuicdo desses bens pela sociedade como um todo (JUROSZEK; VON
TIEDEMANN, 2011). O uso de bioinsumos a base de microrganismos no mundo todo
tem aumentado cada vez mais, representando atualmente cerca de 5% do mercado
global de defensivos agricolas, e estimativas apontam para um aumento de 45% nos
proximos anos, podendo chegar a corresponder por metade do mercado de
defensivos agricolas a partir de 2040 (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2018; PATHMA et
al., 2021).

Para o Brasil esse mercado representa uma movimentacado de mais de 1 bilhdo
de reais por ano, e que vem crescendo 6% ao ano (VIDAL et al.,, 2022). Esse
crescimento é fruto de buscas por métodos de combate a patdégenos e doengas que
tenham eficiéncia e causem menor impacto a saude humana e ao ambiente, além de
medidas publicas que vem incentivando a pesquisa e o0 comércio desses produtos. No
ano de 2020 o Brasil implementou o Plano Nacional de Bioinsumos por meio do
Decreto n° 10.375, e em 2022 o Plano Nacional de Fertilizantes. Essas

implementagdes visam promover o desenvolvimento e uso de bioinsumos de forma
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geral no Brasil (SAE, 2021). Para suprir a demanda desse mercado em crescimento
serdo necessarios varios estudos a fim de identificar o potencial de aplicagado de
diferentes estirpes de microrganismos para a promogao do crescimento de plantas.

No estudo descrito neste trabalho, foi possivel identificar estirpes bacterianas
pertencentes a diferentes espécies, dentre as quais encontram-se alguns géneros de
grande relevancia na promog¢do de crescimento de plantas como Bacillus e
Pseudomonas (VILLARREAL-DELGADO, 2018). A maioria das estirpes &€ Gram-
positivo e tem a capacidade de se diferenciar em enddsporos, tal caracteristica tem
grande relevancia no desenvolvimento de bioinsumos devido aos enddsporos
apresentarem grande resisténcia a condigdes bioticas e abidticas, dessa forma
estirpes capazes de se diferenciar em enddsporos apresentam mais estabilidade na
formulacédo e maior tempo de prateleira (BORRISS, 2015).

Nos ensaios in vitro de confronto direto, ou teste de cultura dupla, apesar de as
estirpes obterem diferentes resultados a maioria deles obtiveram um resultado de mais
de 60% de RCM. E possivel observar uma tendéncia na capacidade de expansao por
swarming e na capacidade de controle nos ensaios de cultura dupla, isso é
especialmente notavel nas estirpes L128, L130 e L159 que tem suas colbnias cobrindo
uma grande extensao da zona de inibicdo como demonstrado na Figura 6. Ja as col6nias
que ndo apresentaram capacidade de performar grandes expansdes por swarming
nessas condicdes de cultivo, mesmo assim apresentaram grande zonas com RCM, isso
sugere que a atividade foi devido a producao de moléculas com atividade de controle do
crescimento micelial assim como sugerido por LECLERE et al., 2020.

E importante ressaltar que a capacidade de produzir compostos com atividade
antifungica varia de acordo com a espécie de microrganismo e suas condi¢cdes de
cultivo, mas a relagado entre o tamanho da colénia e o halo de inibicdo pode ser
utilizada como um indicativo da atividade antifungica de um isolado (SAIYAM et al.,
2024)Assim, a observagao das caracteristicas das colénias, como o tamanho, pode
ser uma ferramenta util na selecdo de estirpes com potencial antifungico para o
controle de doengas em plantas cultivadas.

Com esses resultados nao é possivel inferir se a agdo das estirpes foi fungicida
ou fungistatica. No entanto, sdo conhecidas muitas moléculas produzidas por

bactérias do género Bacillus que possuem agao fungicida ou fungistatica. Dentre
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esses compostos com capacidade de inibicdo do crescimento micelial, destacam-se
os lipopeptideos e os polipeptideos, que sado produzidos por diversas espécies e
possuem atividade antimicrobiana comprovada (SAIYAM et al., 2024).

Os lipopeptideos sao moléculas que apresentam uma estrutura formada por
um lipidio hidrofébico e um peptideo hidrofilico. Essas moléculas sdo capazes de se
ligar as membranas celulares dos microrganismos-alvo e causar lise celular. Dentre
os lipopeptideos produzidos por Bacillus, destacam-se a surfactina, a iturina e a
fengicina (Ongena & Jacques, 2008). Ja os polipeptideos produzidos por bactérias do
género Bacillus sao moléculas compostas por uma ou mais cadeias de aminoacidos.
Essas moléculas apresentam atividade antimicrobiana devido a sua capacidade de se
ligar as membranas celulares dos microrganismos-alvo e causar a sua
desestruturagdo. Dentre os polipeptideos produzidos por Bacillus, destacam-se a
bacitracina, a subtilosina e a ericin (Gao et al., 2017). Além dessas moléculas, as
bactérias do género Bacillus também sao capazes de produzir outras substancias com
atividade antagonista, como acidos organicos, enzimas hidroliticas e sideréforos (Cawoy
et al., 2014).

Nos ensaios de expansao por swarming as estirpes L128, L44, L43 e L95 foram
0s que apresentaram os maiores didmetros de expansao, respectivamente. Como foi
apontado anteriormente, a caracteristica das estirpes em performar maior expansao por
swarming pode estar relacionada com a capacidade de controle desempenhada nos
testes de cultura dupla, dessa forma as 4 estirpes que apresentaram maior capacidade
de expanséao por swarming também estdo entre os que tiveram maior capacidade de
RCM. Por sua vez o swarming € uma caracteristica importante para a dispersao das
células bacterianas nas raizes das plantas, pois através dessa motilidade as células
conseguem alcancar diferentes pontos da raiz e acompanhar o crescimento radicular
(MORRIS; MONIER, 2003).

A capacidade de producédo de biofiime é especialmente importante para a
colonizacado das raizes, as estirpes que tem capacidade de estabelecer essa matriz
celular e realizar associagdes com superficies bidticas tém sido amplamente
investigadas, o que tem incentivado sua aplicagao na agricultura (Singh e Chauhan,
2017). A colonizagao permite que a bactéria exerga seus efeitos benéficos sobre a

planta por um maior periodo (KAMILOVA et al., 2005). Um outro aspecto importante
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da formagao de biofilme é a capacidade da bactéria que o produz conseguir se nutrir
melhor dos exsudatos liberados pela raiz da planta, dessa forma tendo mais acesso a
nutrientes que podem ser determinantes na producdo de metabdlitos com acao de
controle de patdégenos ou entdo a produgao de fitohormdnios, como o AlA, dessa
forma podendo melhorar a performance do isolado em condigbes de campo para o
controle de fitopatogenos e promogao de crescimento das plantas (Agnolucci et al.
2015).

Grande parte das estirpes foi capaz de produzir o biofilme de tipo pelicula
avaliado neste trabalho, porém é importante ressaltar que existem outras formacdes
de biofilme sendo a de tipo pelicula caracteristica de bactérias do género Bacillus spp
(BERTE et al., 2022). Portanto estudos futuros precisam ser realizados a fim de
investigar a capacidade de formacgao de biofilme pelas estirpes L46, L47, L48, L49,
L50, L51, L52, L53 e L340 pela possibilidade de formacédo de biofilme do qual a
metodologia utilizada neste trabalho ndo pode avaliar.

Grande parte dos processos fisioldgicos em plantas sdo regulados por auxinas,
principalmente pelo AIA. Essa capacidade tem sido explorada em estudos a fim de
utilizar essa capacidade como bioestimulante do crescimento de plantas. Nesse
aspecto as bactérias do género Bacillus spp. vem se destacando sendo descritas
como “microfabricas potentes de AIA”, e constituem um género pouco explorado nas
aplicagdes no campo agricola com essa finalidade (WAGI & AHMED, 2019).

O L-triptofano é o considerado o principal fator modulador do AlA bacteriano,
sendo responsavel por aumentos significativos na produgdo deste composto em
meios de cultura que foram suplementados com L-trp. Como exemplo temos estudos
que mostram que a quantidade de AIA secretada por A. brasilense aumentou até
10.000% quando teve o meio suplementado com L-trp (SILVA et al., 2024).

As estirpes deste estudo apresentaram capacidade de producédo de compostos
inddlicos, a metodologia de avaliagdo utilizada ndo é capaz de comprovar que 0s
compostos avaliados s&do necessariamente AIA, mas garante a presenga de
compostos inddlicos. Dentre as estirpes foram poucos que produziram quantidades
proximas a cepa de referéncia A. brasilense, apenas as estirpes L32 e L17 produziram
uma quantidade proxima, porém significativamente diferente, do produzido pela cepa

referéncia. As aplicagdes exdgenas de auxinas, como o AlA, proporcionam maior
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porcentagem, velocidade, qualidade e uniformidade de enraizamento (DA COSTA et
al., 2013)As diferentes respostas das auxinas estao relacionadas com o 6rgao vegetal,
sendo que o0 excesso pode provocar efeitos inibitérios ou deletérios para a planta
(Ljung et al., 2005). Dessa forma as quantidades produzidas pelas estirpes do
presente estudo sendo menores da cepa referéncia comercial de A. brasilense, que é
uma espécie conhecidamente capaz de produzir quantidades significativas de AlA,
sugere que as estirpes ndo teriam a capacidade de prejudicar o crescimento vegetal
em condi¢des relevantes.

Portanto o presente trabalho pode avaliar o potencial biotecnoldgico das 24
linhagens presentes e demonstrar que elas podem atuar na promog¢ao de crescimento
de plantas através de um ou mais mecanismos evidenciados neste estudo. Isso abre
possibilidades de aplicacdo biotecnoldgica para estas estirpes, dessa forma os
préximos trabalhos devem buscar transformar seu potencial em um produto que
podera ser aplicado em produgdes agricolas.

No entanto, o desenvolvimento de bioinsumos microbianos requer estudos
adicionais para compreender melhor os mecanismos de acgao das linhagens, validar
sua eficacia em diferentes condicdbes ambientais e agricolas, e assegurar sua
compatibilidade com outros insumos utilizados no campo. Ensaios de campo, analises
in silico, estudos de formulacdo e estudos do processo de fermentacao liquida séo
etapas fundamentais para avancar no nivel de maturidade tecnoldgica dessas
linhagens e viabilizar sua aplicagdo comercial como ativos de produtos biolégicos no

agronegocio.
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7 CONCLUSAO

A crescente demanda por praticas agricolas mais sustentaveis e a necessidade
de reduzir a dependéncia de insumos quimicos sintéticos tornam imprescindivel o
desenvolvimento de bioinsumos microbianos eficazes, que atuem como defensivos
bioldgicos, fertilizantes biolégicos ou bioestimulantes, dessa forma atuando na
promogéao do crescimento vegetal. Nesse contexto, este estudo avaliou 24 linhagens
bacterianas isoladas do solo, sendo a maioria Gram-positivas e formadoras de
endosporos, caracteristicas que reforcam sua adaptabilidade e potencial
biotecnoldgico.

Os resultados obtidos indicaram que a maioria das estirpes deste trabalho
apresenta o potencial de promogado de crescimento de vegetais por um ou mais
mecanismos. Algumas estirpes demonstraram potencial para controlar o crescimento
micelial de fungos fitopatogénicos, o que sugere os resultados dos testes de cultura
dupla em que os patéogenos que podem causar doengas que poderiam comprometer

o desenvolvimento das plantas tiveram seu crescimento micelial reduzido.
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9 ANEXOS

ANEXO A - Identificagéo e filogenia utilizando o genoma completo

Foram utilizadas as analises computacionais comparativas OrthoANI para a
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identidade média dos nucleotideos entre os isolados e outros genomas obtidos no

GenBank e dDDH para estimar a porcentagem de sequéncias gendmicas altamente

semelhantes. Os estirpes L17, L22 e L40 foram identificados em trabalhos anteriores
por DE MEDEIROS CHAGAS et al., 2022, TEIXEIRA, GUSTAVO MANOEL; 2022 e
PEZARINI BAPTISTA et al., 2018, respectivamente.

Tabela 7 - Valores de OrthoANI e dDDH da comparacéo entre as estirpes e as linhagens referéncia

do GenBank

Isolados Identificacdo de espécie Referéncia utilizada OrthoANI dDDH
L17 Brevibacillus brevis Brevibacillus brevis NCTC2611 92.85% 71%
L22 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.07% 94%
L29 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.74% 96,30%
L32 Brevibacillus brevis Brevibacillus brevis NCTC2611 92.78% 69%
L39 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.73% 93.3%
L40 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.72% 96,60%
L41 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.71% 96,70%
L43 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.73% 90,90%
L44 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.74% 95,60%
L48 Bacillus nitratireducens B. nitratireducens BMO02 97.55% 84,10%
L49 Bacillus nitratireducens B. nitratireducens BMO02 97.39% 83,20%
L50 Bacillus nitratireducens B. nitratireducens BMO02 97.49% 82,80%
L51 Bacillus nitratireducens B. nitratireducens BMO02 97.40% 78,80%
L52 Bacillus arachidis B. arachidis YX15 98.30% 89,90%
L53 Bacillus nitratireducens B. nitratireducens BMO02 97.48% 85,30%
L95 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.74% 97,10%
L128 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.72% 90,80%
L130 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.04% 92,60%
L159 Baciilus velezensis B. velezensis FZB42 98.73% 95,70%
L178 Bacillus velezensis B. velezensis FZB42 98.73% 95,90%
L317 Bacillus paralicheniformis B. paralicheniformes Bac84 99.26% 87,20%

Fonte: O autor. Valores de OrthoANI superiores a 95% e dDDH superiores a 70% sugerem que duas

linhagens sejam de uma mesma espécie.
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Figura 9 - Dendrograma das estirpes montada a partir da comparagdo com outros genomas de organismos modelo.




ANEXO B - Arvore filogenética do estirpe L340.
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Figura 10 - Arvore filogenética do isolado L340 montada a partir da comparagao com outros genomas de organismos modelo
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ANEXO C - Identificacao e filogenia utilizando o gene 16S

Tabela 8 - Matriz de Distancias Evolutivas FASTME entre Sequéncias 16S rRNA

Amostra | Identificacao S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

S1 LABIM46 0 0.13 0.05 0.13 0.12 0.1 0.1 0.13

S2 LABIM47 0.13 0 0.13 0.06 0.05 0.02 0.03 0.14
Bacillus_ mycoides

S3 DSM11821 0.05 0.13 0 0.13 0.11 0.1 0.1 0.09

S4 Priestia megaterium RS5 0.13 0.06 0.13 0 0.06 0.04 0.04 0.14
Bacillus_zanthoxyli

S5 HBPT67 0.12 0.05 0.11 0.06 0 0.03 0.03 0.12
Bacillus sp. firmicutes

S6 TA1 217 0.1 0.02 0.1 0.04 0.03 0 0.03 0.11

S7 Priestia_aryabhattai TC1 29 | 0.1 0.03 0.1 0.04 0.03 0.03 0 0.11

S8 Bacillus velezensis FZB42 | 0.13 0.14 0.09 0.14 0.12 0.11 0.11 0

As amostras LABIM46 (S1) e LABIM47 (S2) apresentam relagdes filogenéticas distintas dentro do filo Firmicutes.
LABIMA47 é geneticamente mais proxima de Bacillus sp. firmicutes TA1_217 (S6) (0,02), sugerindo forte afinidade com esse
género, além de proximidade moderada com Bacillus_zanthoxyli (S5) e Priestia megaterium (S4). Em contrapartida,
LABIM46 tem maior similaridade com Bacillus mycoides DSM11821 (S3) — 0,05, indicando uma relacédo evolutiva mais
préxima com essa espécie.

Apesar de fazerem parte do mesmo estudo, LABIM46 e LABIM47 possuem entre si uma distancia genética de
0,13, sugerindo que pertencem a agrupamentos evolutivos distintos. A arvore filogenética refor¢ca essa diferenciagéo,
posicionando LABIM47 junto a Bacillus sp. e LABIM46 mais proxima de Bacillus mycoides, evidenciando a diversidade
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genética entre essas amostras.

Figura 11 - Arvore filogenética de genes 16s rRNA baseada em Distancias Evolutivas FASTME
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