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RESUMO
GOUVEIA, Marjori dos Santos. Abordagem metagendmica na analise da qualidade
microbiolégica de bioinsumos produzidos on farm. 2024. 1220. Dissertacao

(Mestrado em Agronomia) —Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

O uso agricola de bioinsumos tem aumentado no Brasil € no mundo nos ultimos anos.
Entretanto, alguns agricultores tém buscado cultivar estes insumos nas propriedades,
denominada produgao on farm, o que pode comprometer a qualidade do produto final.
O objetivo foi avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de bioinsumos
produzidos on farm com uma abordagem metagenémica e métodos microbiolégicos
classicos dependentes de cultivo para caracterizar os microrganismos presentes nas
amostras e genes de resisténcia a antimicrobianos. Um total de 22 amostras foram
obtidas de propriedades rurais que fazem o uso do sistema de producéo on farm de
bioinsumos, incluindo inoculantes e agentes biologicos de controle de pragas. No
laboratdrio, as amostras foram avaliadas quanto ao pH e condutividade elétrica e, em
seguida, foram diluidas em solugéo salina estéril e plaqueadas em meio de cultura de
acordo com o microrganismo alvo pretendido. As col6nias isoladas de bactérias
obtidas em cada meio de cultura foram submetidas a extragcado de DNA gendémico e ao
sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S. Para a abordagem metagenémica,
o DNA total das amostras foi extraido e submetido a anéalise metagenémica pelo
sequenciamento por shotgun, abordagem que dispensa o cultivo em meios de cultura,
possibilitando acessar toda a diversidade microbiana presente nas amostras, e néo
apenas dos microrganismos cultivaveis. Todas as 22 amostras apresentaram
contaminagdo por diferentes tipos de microrganismos, dentre os quais, alguns
reconhecidamente patogénicos para humanos. Com base no método baseado em
cultivo foram encontrados apenas dois géneros de microrganismos alvos: Bacillus e
Pseudomonas. O pH das amostras, em sua maioria, foi menor que 5, variando de 2,9
a 6,8 e a condutividade elétrica variou entre 152 e 10.830 uS/cm. Na maioria das
amostras o DNA dos microrganismos alvo foi detectado em quantidades abaixo de
1% pela abordagem metagendémica, e em apenas um caso alcangou 68,8%. A maioria
das amostras apresentou genes de resisténcia a antimicrobianos, exceto as amostras
6, 9, 12 e 20, embora apresentassem contaminagdes por microrganismos
potencialmente patogénicos. Mesmo a amostra 18, que nao apresentou

microrganismo potencialmente patogénico, apresentou genes de resisténcia a



antimicrobianos hospedado nos microrganismos contaminantes. O método de
avaliacao da qualidade microbiologica de bioinsumos baseado em cultivo é limitado e
deve ser complementado por estudos mais precisos, como a metagenoma, devido a
limitagdo ao crescimento dos microrganismos contaminantes em meio de cultivo

artificial.

Palavras-chave: Controle de Qualidade, Cultivo de Microrganismos, Contaminagao

Microbiana, Isolamento Microbiano, Resisténcia a Antimicrobianos.



ABSTRACT
GOUVEIA, Marjori dos Santos. Metagenomics approach in the analysis of
microbiological quality of inoculants produced on farm. 2024. 122. Dissertation

(Master in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

The agricultural use of bioinputs has increased in Brazil and worldwide in recent years.
However, some farmers have sought to cultivate these inputs on their properties,
known as “on-farm” production, which can compromise the quality of the final product.
The objective was to evaluate the microbiological quality of samples of bioinputs
produced on-farm using a metagenomic approach and classical microbiological
methods dependent on cultivation to characterize the microorganisms present in the
samples and the presence of genes of resistance to antibiotics. A total of 22 samples
were obtained from rural properties that have used the on-farm production system of
bioinputs, including inoculants and biological pest control agents. In the laboratory, the
samples were evaluated for pH and electrical conductivity and were then diluted in
sterile saline solution and plated on culture medium according to the intended target
microorganism. The isolated bacterial colonies obtained in each culture medium were
subjected to genomic DNA extraction and partial sequencing of the 16S ribosomal
gene. For the metagenomic approach, the total DNA of the samples was extracted and
subjected to metagenomic analysis by shotgun sequencing, an approach that does not
require cultivation in culture media, allowing access to all the microbial diversity present
in the samples, and not only the cultivable microorganisms. All 22 samples showed
contamination by different types of microorganisms, some of which are known to be
pathogenic to humans. Based on the cultivation-based method, only two genera of
target microorganisms were found: Bacillus and Pseudomonas. The pH of the samples
was mostly lower than 5, ranging from 2.9 to 6.8, and the electrical conductivity ranged
from 152 to 10,830 pS/cm. In most samples, the DNA of the target microorganisms
was detected in quantities below 1% by the metagenomic approach, and in only one
case it reached 68.8%. Most samples presented antimicrobial resistance genes,
except for samples 6, 9, 12 and 20, although they presented contamination by
potentially pathogenic microorganisms. Even the sample 18, which did not present
potentially pathogenic microorganisms, presented antimicrobial resistance genes
hosted in the contaminating microorganisms. The method for assessing the

microbiological quality of bioinputs based on cultivation is limited and should be



complemented by more precise studies, such as metagenome, due to the limitation on

the growth of contaminating microorganisms in artificial culture medium.

Keywords: Quality Control, Cultivation of Microorganisms, Microbial Contamination,

Microbial Isolation, Antimicrobial Resistance.
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1 INTRODUGAO

De acordo com o Programa Nacional de Bioinsumos (Decreto No. 10.375
de 26 de Maio de 2020), os bioinsumos sao definidos como “Produto, processo ou
tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso na producgao,
no armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de
produgdo aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas,
de microrganismos e de substancias derivadas e que interajam com os produtos e os
processos fisico-quimicos e biolégicos”. Diversos isolados microbianos tém sido
utilizados como bioinsumos, devido sua capacidade de estimular o crescimento
vegetal, por meio de varios mecanismos, como a producdo de fitormbnios,
solubilizac&o de fosfato e fixagao biolégica de nitrogénio. Microrganismos também séo
empregados no controle biolégico de pragas e doengas a partir de mecanismos como
producao de antibidticos, resisténcia sistémica induzida, ou acéo direta sobre a praga
ou o patodgeno, entre outros.

Dentre os microrganismos mais utilizados como bioinsumos, estdo as
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), como as do género
Bradyrhizobium e Azospirillum, empregadas nas culturas de soja, milho, trigo e, mais
recentemente, em pastagens com braquiarias. Além da promogao de crescimento de
plantas, isolados dos géneros Bacillus e Pseudomonas também apresentam atividade
no biocontrole fitossanitario, como o Bacillus thuringiensis que sao utilizados contra
lagartas em culturas de soja, milho, algodao, feijao, dentre outras. Destacam-se ainda
outros grupos de microrganismos utilizados no controle biolégico, como, os fungos
dos géneros Beauveria e Trichoderma, como Beauveria bassiana, utilizada contra
broca-do-café, dentre outras pragas.

O mercado de insumos biolégicos vem crescendo no Brasil com a
perspectiva de ftriplicar o volume de vendas até 2030 (ANPII, 2023c). Para que os
produtos comerciais utilizados em biocontrole possam ser comercializados, €
necessario que sejam avaliados quanto a eficiéncia agronémica, para registro no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A depender dos
microrganismos, O processo de registro precisara tramitar também na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual analisa se ha riscos ao ser humano,

e também pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
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(IBAMA) para verificagdo se ha impacto do produto no ambiente e riscos a fauna e
flora nativa.

No caso de inoculantes, se os microrganismos constituintes forem os
que constam na relacao de autorizados no Anexo |l da IN 13 do MAPA de 2011, estes
precisam apenas comprovar pureza, concentracdo minima na data de vencimento e
identidade da estirpe para obtencao do registro. Ja os microrganismos que constam
na lista dos recomendados para a produgao de inoculantes, presentes no Anexo lll da
mesma IN, além das exigéncias anteriores, também precisam comprovar eficiéncia
agrondmica. No caso de novos isolados microbianos, estes deverao ser depositados
pela instituicdo responsavel em um banco de germoplasma indicado pelo MAPA e,
além de comprovar a eficiéncia agronémica, o 6rgado ambiental ou de saude podera
exigir avaliagbes que comprovem a inocuidade ao ambiente e a saude humana (Brasil,
2011). Em todos os casos é necessario o registro do estabelecimento produtor no
MAPA.

A producao industrial de bioinsumos requer profissionais capacitados,
equipamentos adequados e assepsia do ambiente de producdo para evitar
contaminagdo no processo, exigindo um controle de qualidade rigoroso com a
finalidade de obter o microrganismo de interesse em concentracdo adequada e com
a pureza minima exigida.

Todavia, recentemente, tem surgido um interesse de alguns produtores
rurais em produzirem seus proprios insumos biolégicos em biofabricas rudimentares
nas propriedades, nas denominadas produgdes on farm, com o intuito de diminuir
custos com insumos agricolas comerciais. Porém devido a precariedade da grande
maioria das instalagdes, os produtos acabam sendo contaminados por
microrganismos indesejados, alguns potencialmente patogénicos para humanos,
animais e plantas e, na maioria dos casos, o microrganismo alvo ndo é encontrado e,
quando presente, sua concentracdo se encontra muito abaixo da adequada para
promover o efeito desejado (Bocatti et al., 2023).

Uma das sugestbes para a melhoria da qualidade das produgdes de
insumos biolégicos on farm seria 0 emprego apenas de microrganismos depositados
bancos de germoplasma oficiais credenciados pelo MAPA, reconhecidamente
eficientes e seguros ao ambiente e a saude humana, cadastro de produtor no MAPA
e responsabilidade técnica habilitada (EMBRAPA, 2021).

O controle de qualidade é etapa fundamental no processo de producao
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de bioinsumos, seja industrialmente, seja on farm. Para a avaliagdo da qualidade dos
insumos biologicos a base de microrganismos, os meétodos usuais sdo baseados no
cultivo em meios de cultura especificos para a quantificacdo das células viaveis do
microrganismo de interesse. Esse procedimento é relativamente simples quando o
microrganismo alvo esta em cultura pura. Entretanto, na maioria dos casos, os meios
de cultivo ndo s&o seletivos, o que permite o crescimento de microrganismos nao alvo
(contaminantes), como frequentemente ocorre em produgdes on farm, o que dificulta
ou impede a avaliagao adequada do produto final. Neste caso, tdo importante quanto
saber se 0 microrganismo alvo realmente esta presente, € preciso também conhecer
0 microrganismo contaminante, que pode ser um microrganismo inécuo ou um
patdgeno de risco sanitario.

Recentemente, técnicas moleculares tém sido empregadas para a
avaliacdo da diversidade genética de comunidades microbianas complexas,
independentes do cultivo em meios de cultura artificiais. Tal método permite a
quantificagao relativa de genomas de diferentes organismos em niveis taxonémicos
distintos, bastando apenas a extracdo do DNA total presente em uma amostra. Essa
abordagem, denominada metagendémica, permite analisar a diversidade taxondmica
de organismos presentes em uma amostra, de solo, agua, sedimento e até produtos
biolégicos complexos. Além da diversidade taxonémica, esse procedimento também
possibilita analisar a diversidade funcional existente em uma amostra.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica de
amostras de bioinsumos produzidos on farm com uma abordagem baseada em
metagendmica e métodos microbioldgicos classicos baseados em cultivo e verificar,
além da presenga dos microrganismos alvo, a caracterizagdo dos microrganismos nao
alvo quanto ao potencial patogénico e presenga de genes de resisténcia a

antimicrobianos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BREVE HISTORICO DO USO DE BIOINSUMOS NA AGRICULTURA BRASILEIRA

Um dos pioneiros nos estudos sobre fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) na cultura da soja no Brasil foi a Se¢ao de Microbiologia Agricola (SEMIA) da
Secretaria de Agricultura do Estado do Rio Grande do Sul (RS), assim como o Instituto
Bioldgico de Sao Paulo, que trabalharam na sele¢cdo de cepas e na produgao dos
primeiros inoculantes a partir de isolados locais (JONES, 2019). Em 1955, estirpes da
Colecédo de Culturas da Universidade de Wisconsin dos Estados Unidos foram
trazidas ao Brasil (FREIRE e VERNETTI, 1999) e, em 1956, foi inaugurada a primeira
biofabrica de inoculantes no pais, em Pelotas-RS (ARAUJO, 2012; FREIRE e
VERNETTI, 1999).

Na década de 1960, inoculantes contendo estirpes eficientes de
Bradyrhizobium, adaptadas ao clima e aos solos brasileiros, ja eram utilizados pelos
produtores de soja em larga escala e a inoculagdo passou a substituir parcial ou
totalmente o uso de fertilizante nitrogenado sintético (JONES, 2019). Atualmente, a
inoculagdo a cada safra com Bradyrhizobium é adotada em 85% das éareas de
produgdo de soja do pais, substituindo totalmente a adubagdo nitrogenada e
reduzindo os custos para o agricultor (ANPII, 2023a). Além disso, o uso de inoculantes
resulta em uma menor poluigdo das aguas e redugao da emissao de gases de efeito
estufa (HUNGRIA e NOGUEIRA, 2014; TELLES et al., 2024).

A legislacao brasileira estabeleceu em 1975 que as estirpes de bactérias
fixadoras de nitrogénio para a produgdo de inoculantes deveriam ser as
recomendadas pelos 6rgdos oficiais de pesquisa, sendo a SEMIA e a Fundagao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) do RS, responsaveis pela
distribuicdo e a manutengao das estirpes de rizébios para a produg¢ao de inoculantes
(GIONGO, 2007). Atualmente, outros bancos de germoplasma credenciados pelo
MAPA atuam como provedores de estirpes para as industrias, notadamente os da
Embrapa Soja e da Embrapa Agrobiologia, garantindo a pureza e a identidade deste
ingrediente ativo para a produgao do bioinsumo.

A partir de 2013, a Embrapa Soja passou a recomendar o uso de uma
segunda espécie bacteriana para a inoculagdo da cultura da soja, o Azospirillum

brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6, em coinoculagdo com as estirpes recomendadas
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de Bradyrhizobium spp. SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080. Em
coinoculagdo, as duas espécies de microrganismos resultam em uma interagao
sinérgica, promovendo nodulagdo mais precoce e mais abundante, que promove o
desenvolvimento da planta, notadamente as raizes resultando em aumento de
produtividade (JONES, 2019; HUNGRIA, NOGUEIRA e ARAUJO, 2013; PRANDO et
al., 2024). Atualmente, a coinoculagao ja € adotada em mais de 35% das areas de
producgao de soja do pais (ANPII, 2023b).

Embora os inoculantes a base de rizébios em leguminosas sejam
adotados desde longa data, e mais recentemente o uso de Azospirillum em gramineas
ou em coinoculagao com rizobios em soja e feijoeiro, novos inoculantes a base de
outros géneros de microrganismos e mecanismos de agdo também tém chegado ao
mercado. Na Russia, a inoculagdo com microrganismos solubilizadores de fosfato
(PO4*) do género Bacillus ja é realizada desde 1950 em culturas de gréos
(KUDASHEV, 1956). No Brasil, a Embrapa Milho e Sorgo conduziu pesquisas por
cerca de 20 anos que levaram a indicagdo de dois isolados de microrganismos
(Bacillus megaterium CNPMS B119 e Bacillus subtilis CNPMS B2084) mobilizadores
de fosfato capazes de aumentar a absorcdo de P pelas plantas de milho e soja,
resultando em um primeiro inoculante comercial registrado no pais para esta
finalidade. O mecanismo se da pela solubilizacdo de formas minerais e pela
mineralizagdo de formas orgéanicas de P no solo, além do estimulo ao aumento das
raizes das plantas, melhorando a eficiéncia de uso desse nutriente (GOMES et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2009; SOUSA et al. 2021; VELLOSO et al., 2020).

Além do uso de inoculantes voltados para a nutricdo de plantas e
atenuacgao de estresses, notadamente a seca, ha varios microrganismos usados para
o biocontrole de pragas e doencas. Um caso emblematico foi o uso do Baculovirus
anticarsia para o controle da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) nos anos 1980,
a principal praga da cultura na época (MOSCARDI, 1983). Indicado pela pesquisa
oficial como eficiente método de controle, os produtores passaram a recolher e
armazenar as lagartas infectadas da prépria lavoura para uso como bioinseticida nos
anos seguintes. Esse fato pode ter contribuido para a selegdo de in6culos pouco
eficientes, levando ao descrédito da tecnologia e sua descontinuidade de uso a partir
dos anos 1990 (GAZZONI e HUNGRIA, 2021).

Recentemente, o mercado brasileiro de insumos bioldgicos tem crescido

consideravelmente. De acordo com dados do MAPA, o nimero de industrias
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produtoras de insumos bioldgicos registradas como estabelecimento produtor
aumentou de 16 em 2011 para 171 em 2022 (BRASIL, 2023). No que se refere aos
agentes de biocontrole, em 2022 foram registrados 501 produtos para agédo em cerca
de 200 alvos biologicos (BORSARI e VIEIRA, 2022).

O mercado brasileiro de insumos biolégicos representa apenas 5% do
mercado global, mas entre 2017 a 2020, o mercado de bioldgicos cresceu 46% no
pais, enquanto o mercado global cresceu 16% (SILVA, 2021). Portanto, ainda ha
grande potencial de crescimento para o uso de insumos biolégicos no pais, que devera

se consolidar entre os maiores mercados do mundo.
2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As plantas interagem na sua rizosfera com varios microrganismos
capazes de auxiliar o crescimento vegetal, entre os quais diversas BPCP. Essas
bactérias possuem diversos mecanismos de acdo, como a mobilizacdo de fosfato,
FBN, supressao de fitopatdégenos, producao de fitormdnios, atenuacao de estresses
abidticos, entre outros fatores (GLICK, 2012). Dentre os géneros de bactérias mais
estudados como BPCP, destacam-se: Bacillus, Bradyrhizobium, Azospirillum e

Pseudomonas.
2.2.1 Bacillus

O género Bacillus apresenta células no formato de bastonete, Gram-
positivas e inclui espécies aerdbicas ou anaerdbicas facultativas (PRASHAR,
KAPOOR e SACHDEVA, 2014). E conhecido por sua capacidade de formar
endosporos, estrutura rigida e resistente, que permite ao microrganismo sobreviver a
condi¢gdes ambientais adversas (KUMAR, KUMAR e PRATUSH, 2014). Também sao
encontrados predominantemente no solo e na rizosfera (PRASHAR, KAPOOR e
SACHDEVA, 2014).

As espécies do género Bacillus tém uma temperatura oOtima para
crescimento de 30+4 °C in vitro, por um periodo de 16 a 24 h (MONNERAT et al.,
2020). Entretanto, tolera temperaturas mais elevadas, como apontado no estudo
realizado por Fasolin (2017), em que alguns isolados do género Bacillus tiveram

crescimento 6timo a 37 °C. As colbnias deste género apresentam morfologias
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distintas, dependendo da espécie, podendo variar a coloragdo entre esbranquicada
ou creme, opacas ou brilhosas, superficie lisa, uniforme ou rugosa, presenga ou
auséncia de elevagdes centrais, e bordas com caracteristicas variadas (MONNERAT
et al., 2020).

As BPCP do género Bacillus apresentam diversos mecanismos de
promogao de crescimento de plantas, como o controle bioldégico a partir de seus
metabdlitos secundarios que podem ser compostos antimicrobianos (FIRA et al.,
2018), antibidticos, enzimas hidroliticas e sidero6foros. Também podem suprimir
patdgenos pela competicdo por nutrientes e espago (BENEDUZI e PASSAGLIA,
2012). Outro mecanismo de promocao de crescimento das plantas é a producao de
fitormbnios, principalmente giberelinas, citocininas, auxinas e acido abscisico
(BHATTACHARYYA e JHA, 2011). Também podem fixar nitrogénio em vida livre e
solubilizar fosfato, contribuindo na nutricdo de plantas (BORRISS, 2011). Entretanto,
€ importante ressaltar que todas estas propriedades nao estdo reunidas em um
mesmo isolado, sendo que a intensidade de cada propriedade e, portanto, sua
finalidade, varia entre os isolados, mesmo dentro de uma mesma espécie. Por
exemplo, a espécie Bacillus subtilis apresenta isolados que atuam como
mobilizadores de fosfato, biofungicidas, bioinseticidas ou bionematicidas, mas cada
propriedade depende da estirpe, e raramente mais de uma propriedade € encontrada
em uma mesma estipe.

Outro mecanismo de acao promotora de crescimento de plantas esta
relacionado a protegdo contra estresses abidticos. A inoculagdo de isolados dos
géneros Bacillus e Enterobacter em trigo (Triticum aestivum L.) e milho (Zea mays L.)
atenuou os sintomas de estresse hidrico nessas plantas, em parte atribuida a
alteracbes na arquitetura das raizes, tornando-as mais eficientes em explorar o solo
em busca de agua e nutrientes (JOCHUM et al., 2019).

Algumas espécies do género Bacillus foram reclassificadas como
Priestia, como o caso de Priestia megaterium e de Priestia aryabhattai, com base em
suas semelhangas filogenéticas e moleculares entre si e diferentes do género Bacillus,
sofrendo assim essa distingdo taxonémica (GUPTA et al., 2020).

Entre as espécies que sdo conhecidas pelo seu papel como BPCP
destacam-se B. subtilis (BLAKE, CHRISTENSEN e KOVACS, 2021) e Priestia
megaterium. A espécie P. megaterium STB1 é uma BPCP capaz de resistir ao

estresse ambiental como salinidade, ampla faixa de temperaturas, produz fitorménios
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como a auxina, e possui genes de produgao de compostos antimicrobianos
(NASCIMENTO et al., 2020).

2.2.2 Pseudomonas

Este género pode ser encontrado em diversos ambientes, incluindo a
rizosfera (Muleta et al., 2009). Possuem diversas espécies de BPCP como P.
fluorescens e P. psychrotolerans (KUBI et al., 2021; PARK et al., 2015). Além de ser
adaptada a rizosfera, possui rapido crescimento em meios artificiais e uma exigéncia
nutricional simples, capaz de utilizar diversos substratos organicos como fontes de
carbono e energia. Sdo bastonetes Gram-negativos, aerdbicos, podendo ser
anaerobicos facultativos, flagelados, sendo assim modveis, e produzem pigmentos
(DORJEY e SHARMA, 2017). Algumas espécies apresentam temperatura étima de
crescimento entre 25 e 30 °C (DONNARUMMA et al., 2010), conseguindo suportar
ampla faixa de temperatura, de 4 a 42 °C, porém valores extremos podem prejudicar
seu desenvolvimento (MUNNA et al., 2016), enquanto o pH ideal fica em torno de 7,0
a 7,5 (SOESANTO et al., 2022).

As espécies de Pseudomonas podem apresentar diversas estratégias
de biocontrole, como a produgédo de compostos antifungicos, sideréforos, competicéo
por espago e nutrientes com outros microrganismos, entre outros. S&o particularmente
eficientes no biocontrole de fitopatégenos, produzindo moléculas antifungicas de
amplo espectro, sendo encontrados diversos isolados com essa propriedade. Além
disso, produzem fitorménios, que estimulam o crescimento das plantas, tais como
auxinas, giberelinas, citocininas, entre outros (DORJEY; DOLKAR e SHARMA, 2017).
Quanto ao efeito nutricional, alguns isolados podem fixar nitrogénio, solubilizar fosfato
e promover a quelacao de ferro (PANPATTE et al., 2016).

Compostos organicos volateis identificados como 13-Tetradecadien-1-
ol, 2-butanone e 2-Methyl-n-1-tridecene produzidos por P. flourescens SS101 foram
capazes de promover o crescimento de tabaco (Nicotiana tabacum), usado como
planta modelo, por meio da indugao de resisténcia sistémica, evidenciando o papel
desses compostos na intercomunicagao planta-microrganismos (PARK et al., 2015).

A aplicacao prévia de P. flourescens foi capaz de controlar o bolor verde
causado por Penicillium digitatum em frutos de laranja (Citrus sinensis) em pos-

colheita, aumentando o tempo de prateleira da fruta. O isolado foi capaz de inibir a
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germinagao dos esporos € o alongamento do tubo germinativo do fungo, além de
induzir resisténcia na casca da laranja ao ataque fungico por estimular a atividade de
quitinases e outras enzimas envolvidas na defesa e atenuagao o estresse oxidativo
nas plantas (WANG et al., 2018).

2.2.3 Bradyrhizobium

Rizébio € um termo genérico que compreende diferentes géneros de
bactérias capazes de formar ndédulos nas leguminosas e realizar a FBN, sendo
Bradyrhizobium e Rhizobium os géneros de maior importancia agrondmica
(WILLEMS, 2006). Sao bactérias estritamente aerdbias, Gram-negativas, encontradas
normalmente em vida livre no solo ou em simbiose com algumas leguminosas
(SOMASEGARAM e HOBEN, 1994). Também denominadas de diazotroéficas,
possuem um complexo enzimatico chamado dinitrogenase, que € capaz de reduzir o
nitrogénio atmosférico a aménia que, em sequéncia, é convertida em outras formas
assimilaveis pela planta (HUNGRIA, 2005).

No estabelecimento da simbiose, ocorre a formagado de ndédulos nas
raizes das plantas hospedeiras compativeis, que sao colonizados pelos rizébios. Em
contrapartida, a planta fornece abrigo e recursos como fontes de carbono e energia
para o microrganismo (MARIN et al., 1999).

Os isolados de Bradyrhizobium sao faceis de serem cultivados em
condicbes de laboratério, pois consomem carboidratos simples e aminoacidos.
Entretanto, apresentam crescimento lento, por isso precisam ser cultivados em
condi¢cbes de assepsia, caso contrario contaminantes de crescimento rapido podem
dominar o meio de crescimento. A temperatura ideal para seu crescimento esta entre
25 a 30 °C com pH ideal entre 6 e 7 (O’HARA et al., 2016).

O meio de cultura universalmente utilizado para o cultivo de rizdbios é a
base de extrato de levedura, manitol e agar (do inglés Yeast Mannitol Agar, YMA) que
foi descrito por Fred e Waksman (1928) e Vicent (1970), no qual se utiliza o vermelho
congo, que auxilia na diferenciacdo entre rizobios e contaminantes, ja que os
microrganismos de interesse tendem a n&o absorver o corante devido a producgéo de
exopolissacarideos. Colénias de Bradyrhizobium possuem um crescimento lento e
sdo translucidas quando novas (quando as colbnias s&o menores que 1 mm de

didametro), depois passam a ser mais opacas e raramente sdo0 gomosas, s&o circulares
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e convexas (HUNGRIA et al., 2016).

No Brasil sdo utilizadas quatro estirpes elite para a producéo de
inoculantes para soja, sendo as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 de B. elkanii,
SEMIA 5079 de B. japonicum e SEMIA 5080 de B. diazoefficiens (MENDES et al.,
2014). O suprimento de N para a soja via FBN pode chegar a 90% (ZILLI et al., 2021),
sendo que em termos nacionais, estima-se que o suprimento de N via FBN para a soja
brasileira seja em torno de 80%, um dos mais altos do mundo (HERRIDGE et al.,
2021; HERRIDGE et al., 2008).

Na cultura da soja, a FBN consegue suprir a demanda de nitrogénio sem
o uso de fertilizantes quimicos nitrogenados, sendo capaz de sustentar uma
produtividade superior a 6.000 kg ha' (SATURNO et al.,, 2017). Tentativas de
suplementagdo com N mineral, além de onerosas, raramente resultam em aumento
de produtividade da soja quando a inoculagdo com estirpes elite de Bradyrhizobium é
realizada adequadamente, mesmo em altos niveis de produtividade (SATURNO et al.,
2017; ZILLI et al., 2021). Em outras leguminosas, como feijao caupi (Vigna
unguiculata) a inoculagdo com estirpes elite de Bradyrhizobium aumentou o numero
de vagens por planta, a massa e o rendimento de gréos, em substituicdo aos
fertilizantes nitrogenados (AYALEW et al., 2021). Ha que se considerar que existe uma
alta especificidade entre a estirpe e a planta hospedeira, havendo a necessidade de
selecao das estirpes elite que apresentem maior afinidade e interagdo com a planta
hospedeira.

Em areas onde o cultivo da soja ja é realizado ha varios anos, existe no
solo uma populagdo estabelecida de rizobios compativeis, capazes de nodular a
cultura. Entretanto, a reinoculagdo com estirpes elite comerciais de Bradyrhizobium
aumenta o rendimento de gréos de 12 a 18%, em relacdo a soja n&o inoculada. Isso
ocorre porque as bactérias presentes no inoculante encontram-se em alta
concentracdo, pureza e fisiologicamente ativas, diferentemente das células que estao
estabelecidas no solo, que podem, além de estarem em menor numero, também
serem menos ativas fisiologicamente, atrasando o processo de nodulagédo e FBN
(ZILLI et al., 2021). Este efeito destaca a importancia da inoculagdo anual como
estratégia para aumento da produtividade e, consequentemente, da sustentabilidade

do sistema de produgédo de soja.
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2.2.4 Azospirillum

O género Azospirilum compreende bastonetes curtos, levemente
curvos, Gram-negativos, com flagelos polares (HALL e KRIEG, 1984). Geralmente
colonizam a superficie das raizes e, em alguns casos, a parte interna dos tecidos das
raizes das plantas, sendo denominadas diazotroficas endofiticas facultativas
(DOBEREINER e BALDANI, 1982). O pH ideal de crescimento varia entre 7 e 8, e
temperatura 6tima de 28 a 38 °C (CAIZA, TAMAYO e GUZMAN, 2018).

Sao bactérias consideradas promotoras de crescimento em diversas
culturas de importancia agronémica como o milho, trigo, bem como a soja em
coinoculagcdo com Bradyrhizobium, e vém sendo amplamente utilizadas em
inoculantes (DAY e DOBEREINER, 1976; HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA et al.,
2013). Embora tenha baixa capacidade de FBN, o género Azospirillum € um dos
maiores produtores de fitorménios como auxinas, citocininas, acido abcisico, entre
outros (CASSAN et al., 2011), os quais promovem o crescimento vegetal.

Esses fitormbnios atuam nao apenas na parte aérea das plantas, mas
também melhoram a arquitetura do sistema radicular, consequentemente,
aumentando a capacidade das plantas de explorar o solo em busca de agua e
nutrientes (ARDAKANI et al., 2011; RONDINA et al., 2020). A inoculagao com estirpes
elite de A. brasilense pode promover aumentos na taxa fotossintética das plantas, o
que aumenta a capacidade de fixacao de carbono pela cultura. Tem efeito positivo na
condutancia estomatica e na elasticidade da parede celular, o que resulta em maior
desempenho e produtividade pelas plantas (ZUFFO et al., 2019). Outros beneficios
promovidos pelo Azospirillum incluem a tolerancia das plantas a estresses bibticos e
abiodticos, mas os mecanismos de agao dependem do gendtipo do hospedeiro, da
estirpe da bactéria, do fitopatégeno e da intensidade do estresse abidtico (FUKAMI,
CEREZINI e HUNGRIA, 2018).

Pesquisas realizadas no Brasil tém tido papel importante no estudo do
género Azospirillum, as quais focaram principalmente no mecanismo de FBN pela
bactéria. Apenas a partir de 2004 foram selecionadas as primeiras estirpes comerciais
de A. brasilense pela Embrapa Soja e, apés a comprovagdo de sua eficiéncia
agrondmica em 2009 (HUNGRIA et al., 2010), foi langado no mercado o primeiro
inoculante comercial para as culturas de milho, trigo e arroz, compreendendo as

estirpes Ab-V5 e Ab-V6, atualmente as mais utilizadas na producédo de inoculantes
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dessa espécie (HUNGRIA, 2016).

A inoculagdo com a estirpe Ab-V5 de A. brasilense promoveu o
crescimento do milho, melhorou suas caracteristicas bioquimicas e aumentou a
eficiéncia do uso do nitrogénio pela cultura (ZEFFA et al., 2019). A. brasilense
associado a adubacgao nitrogenada em cobertura pode ainda aumentar o numero de
graos por espiga (DA COSTA SAPUCAY et al., 2020). Devido ao aumento da
eficiéncia de uso do N mineral pelo efeito no sistema de raizes, € possivel reduzir a
adubagao nitrogenada de cobertura em até 25% sem perdas de produtividade,
substituindo-se pela inoculagdo (HUNGRIA et al., 2022). Estes resultados indicam a
importancia do uso de inoculantes a base de Azospirillum brasilense para o aumento

da eficiéncia do sistema de produgao de milho.
2.2.5 Coinoculagao de Bradyrhizobium e Azospirillum em soja

A coinoculagdo compreende o uso simultdneo de mais de um
microrganismo benéfico que juntos contribuem, por diferentes mecanismos, para
potencializar os beneficios isolados que podem oferecer as plantas, como a FBN pelo
Bradyrhizobium e a promogado de crescimento pela agdo de fitormdnios pelo
Azospirillum (HUNGRIA e NOGUEIRA, 2014).

E uma tecnologia que oferece diversas vantagens as plantas, como a
melhoria da arquitetura do sistema radicial, como aumento do comprimento
especifico, comprimento total, superficie de absorcédo e densidade de raizes no solo
(RONDINA et al., 2020). Essa melhoria da arquitetura das raizes resulta em maior
capacidade de absorgdo de nutrientes e agua, de forma que as plantas tenham
melhores condigdes de suportar a ocorréncia de um estresse hidrico moderado e com
isso apresentar maior estabilidade produtiva (HUNGRIA e NOGUEIRA, 2014;
CEREZINI et al., 2016). Além disso, a coinoculagdo da soja promove nodulagéo
precoce e mais abundante (CHIBEBA et al., 2015), o que aumenta a capacidade de
FBN da cultura e pode contribuir para aumentos de produtividade que podem chegar
a 16% (HUNGRIA, NOGUEIRA e ARAUJO, 2015).

A soja coinoculada com Bradyrhizobium e Azospirillum apresenta um
aumento da area foliar e das raizes, com aumento do numero de nédulos nas raizes
principais e secundarias, resultando em aumento de produtividade (MAURICIO FILHO

et al., 2018). Portanto, o aprimoramento da tecnologia de inoculagdo, passando da
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inoculagdo simples para a coinoculagdo, demonstra a importancia da pesquisa
continua sobre o tema, promovendo uma revolugao sem precedentes na forma de uso
de inoculantes no pais, em que uma tecnologia langada ha cerca de 10 anos ja é

utilizada e cerca de 35% da area de produgao de soja do pais (ANPII, 2023b).

2.3 MICRORGANISMOS PARA CONTROLE BIOLOGICO

Para o controle bioldgico ou biocontrole, utilizam-se de organismos vivos
para controlar outros organismos, por exemplo as pragas e microrganismos
patogénicos (STENBERG et al., 2021). Dentre os microrganismos para biocontrole
mais utilizados estédo bactérias do género Bacillus e fungos dos géneros Trichoderma
e Beauveria, dentre outros. A seguir sdo apesentadas algumas breves consideragdes

sobre estes géneros de agentes microbioldgicos de controle.

2.3.1 Bacillus

O género Bacillus apresenta grande versatilidade em termos de uso
como bioinsumo. Pode variar desde promotor de crescimento de plantas pela acao
hormonal, melhoria da condigao nutricional, ou ainda no biocontrole de pragas e
doencas. Por exemplo, isolados da espécie B. thuringiensis sao amplamente
utilizados no controle biolégico de Lepidopteras (CHAKRABARTY et al., 2020),
enquanto isolados de B. subtilis, como as cepas UFTBs 01, UFTBs 02, UFTBs 03,
UFTBs 05, UFTBs 06 e UFTBs 07 s&o capazes de inibir o crescimento micelial dos
microrganismos patogénicos Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris sp.
(BRAGA JUNIOR et al., 2017). Estes microrganismos podem ainda apresentar
diferentes fungdes. Por exemplo, o isolado B44 de Bacillus sp. é capaz de inibir o
patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causador de murcha do tomateiro e
ao mesmo tempo promover o crescimento das plantas (JANGIR et al., 2018). Os
mecanismos empregados por isolados Bacillus no biocontrole de patdégenos podem
ocorrer pela competicdo por nutrientes, espaco, producado de antibiéticos, enzimas
hidroliticas, sideréforos, indugdo de resisténcia, entre outros (BENEDUZI e
PASSAGLIA, 2012).

Dentre os isolados de bactérias do género Bacillus, alguns sao

produtores de enzimas com atividade antimicrobiana, inibindo crescimento e
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desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Enzimas hidroliticas como
quitinases, quitosanases, glucanases, celulases, entre outras, hidrolisam/degradam
componentes da parede celular de fungos e bactérias. Alguns isolados s&o também
capazes de produzir sideroforos, que sdo substancias organicas que quelam o Fe do
ambiente, permitindo que seja fornecido ao microrganismo em uma forma soluvel e
reduz a disponibilidade deste nutriente para outros microrganismos, inibindo-os pela
competicdo por um nutriente limitante no meio (MILJAKOVIC, MARINKOVIC e
BALESEVIC-TUBIC, 2020).

Os Bacillus e outras rizobactérias, além de induzir resisténcia sistémica
em plantas, tornando-as mais eficientes em restringir a infecgao por patégenos,
também agem pela produgdo metabdlitos como compostos organicos volateis que
diminuem ou inibem o crescimento e o desenvolvimento de patoégenos (MARTINS et
al., 2019). Todas estas caracteristicas aumentam a capacidade da planta em se
defender frente a um patégeno (SINGH, PATHAK e CHOUDHARY, 2016).

2.3.2 Trichoderma

O género Trichoderma compreende fungos de vida livre, pertencentes
aos ascomicetos (Filo Ascomycota), possuem conidios de coloragao esverdeada, e
podem ser encontrados em solos de forma avirulenta associado as raizes de plantas
(HARMAN et al., 2004). Sua temperatura 6tima de crescimento varia entre 25 a 30 °C
e pH entre 5,5 a 7,5 (SINGH et al., 2014). Podem induzir a resisténcia das plantas a
patégenos e competir com estes por nutrientes e espago. Além desses mecanismos,
também pode ocorrer a producédo de compostos que reduzem o crescimento de outros
fungos por antibiose, produgao de antibioticos e micoparasitismo, condigdo em que
coloniza e desintegra diretamente estruturas de fungos fitopatogénicos (SOOD et al.,
2020).

Ademais, alguns isolados de fungos deste género também atuam como
promotores de crescimento em plantas pela producao de fitormoénios, solubilizagao de
fostato, assim como a atenuacgao de estresses bioticos e abidticos, salino, entre outros
(FRANCA et al., 2017; RUBIO et al., 2017).

A espécie T. harzianum isolado T-aloe é capaz de proteger a soja contra
a podridao do caule causada por esclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum), o que se da

principalmente pelo micoparasitismo, que inibe o crescimento do fungo fitopatogénico
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e a producao de esclerddios, além da promogéao do crescimento das plantas por aliviar
os danos causados pelo estresse ocasionado pelo patégeno (ZHANG et al., 2016).
Ao comparar o efeito de quatro isolados de Trichoderma, TSM1 e TSM2
de T. viride e 2B2 e 2B22 de T. harzianum, mais uma mistura dos quatro isolados
sobre a emergéncia e crescimento de plantulas de cambara (Gochnatia polymorpha),
os dois isolados de T. harzianum promoveram o crescimento dessa planta
(MACHADO et al., 2015), indicando que provavelmente estes isolados também atuam

no estimulo ao crescimento de plantas também pela produ¢éo de horménios vegetais.

2.3.3 Beauveria

O género Beauveria engloba espécies de fungos que apresentam
crescimento micelial branco (hialino), com conidios unicelulares, haploides e
hidrofébicos (KESWANI, SINGH e SINGH, 2013). A temperatura 6tima de crescimento
esta entre 25 e 28 °C (FARGUES et al., 1997), enquanto o pH ideal apresenta ampla
variacao, entre 5 e 13 (PADMAVATHI, DEVI e RAO, 2003). Beauveria constitui um
género predominantemente de fungos entomopatogénicos, capazes de parasitar
alguns insetos e aracnideos, nos quais penetra diretamente através da cuticula do
hospedeiro, coloniza e se multiplica, levando-o a morte (MASCARIN e JARONSKI,
2016). Ao adentrar o hospedeiro, o fungo produz metabdlitos secundarios (toxinas)
como, beauvericina, bassianina, bassianolida, tenelina, acido oxalico, dentre outros,
que auxiliam o parasitismo e morte do hospedeiro (WANG et al., 2021).

Este fungo € capaz de realizar endofitismo em diversas espécies
vegetais, como o tomate (Lycopersicon esculentum), diminuindo simultaneamente a
ocorréncia de pragas como Macrosiphum euphorbiae e doengas causadas por Botrytis
cinerea e Alternaria alternata. Além da habilidade de atenuar estresses bioticos, o
isolado Bb716 de Beauveria bassiana ainda auxilia no crescimento das plantas
(SINNO et al., 2021).

24 PRODUGAO INDUSTRIAL DE BIOINSUMOS

A producgao de bioinsumos na industria € um processo especializado que
requer mao de obra capacitada, condi¢bes ideais de assepsia, instalagcdes e

equipamentos adequados para o processo de fabricagao de produtos microbioldgicos,
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com controle rigoroso de qualidade para assegurar pureza, concentragcdo e a
identidade do microrganismo de interesse.

O mercado brasileiro comercializa mais de 130 milhdes de doses de
inoculantes anualmente, a maioria destinada a cultura da soja (80%) (ANPII, 2023a).
Entretanto, com a recomendacdo de uso de inoculantes a base de Azospirillum
brasilense para gramineas e para a coinoculagao de soja e feijoeiro, a participacao de
inoculantes a base desses microrganismos no mercado ja ultrapassa 12% atualmente
(HUNGRIA e NOGUEIRA, 2022).

Mais recentemente, novos inoculantes a base de Bacillus para
mobilizacao de fosfatos (GOMES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009; SOUSA et al.,
2021; VELLOSO et al., 2020) e tolerancia a seca (KAVAMURA et al., 2013) foram
langados e vém ganhando espag¢o no mercado. Inoculantes para culturas como a cana
de agucar e pastagens, a base de isolados elite de Azospirillum, Nitrospirillum elou P.
fluorescens também fazem parte deste mercado em expanséo (SANTOS, NOGUEIRA
e HUNGRIA, 2019).

A eficiéncia do inoculante n&do depende apenas da estirpe de
microrganismo que contém, mas também de uma formulagdo adequada para manter
a viabilidade dos microrganismos até o momento do uso, além dos cuidados com a
inoculagdo, como a compatibilidade com produtos quimicos ou mesmo entre produtos
biolégicos. A inoculagao pode ser realizada de diferentes formas, como via sementes,
sulco de semeadura, ou mesmo foliar, dependendo do inoculante e da cultura, bem
como dos recursos que o agricultor dispée em termos de equipamentos e méo de obra
(SANTOS, NOGUEIRA e HUNGRIA, 2019).

A producéo de inoculantes no Brasil € regulamentada pelo MAPA, pela
instrugdo normativa (IN) n°13 de 2011 (BRASIL, 2011) e seus anexos, IN n° 30 de
2010 (BRASIL, 2010) e IN n° 53 de 2013 (BRASIL, 2013). Estas IN definem as estirpes
recomendadas ou autorizadas para uso em inoculantes, como devem ser realizados
o registro, informacées da embalagem e rotulagem dos produtos a base dos
microrganismos e que possuam reconhecida eficiéncia agronémica e auséncia de
contaminantes na diluicdo 1 x 10-°, autorizagdo de comercializacdo, armazenamento,
analises laboratoriais de controle de qualidade, entre outras adequacoes.

A IN n° 13 estabelece que a concentragdo minima de células no
inoculante a base de bactérias fixadoras de nitrogénio que fazem simbiose com soja

deve ser 1 x 10° UFC/mL ou g (unidades formadoras de col6nia) até a data de
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vencimento especificada no rétulo, que deve ser de no minimo seis meses apos a
fabricagdo. Ja para o Rhizobium sp., a concentragdo minima deve ser de 1 x 108
UFC/mL ou g até a data de vencimento, enquanto para os demais microrganismos a
concentracéo de garantia deve ser a informada pelo fabricante no registro do produto,
ou ainda pela recomendacdo emitida por 6rgado de pesquisa oficial ou credenciado
pelo MAPA (BRASIL, 2011).

Por sua vez, a IN n° 30 de 12 de novembro de 2010 regulamenta como
deve ser realizado o controle de qualidade da producdo comercial inoculantes
(BRASIL, 2010). Essas regulamentagdes tém contribuido para a producédo de
inoculantes de alta qualidade no pais, com grandes contribui¢des para o agronegocio
brasileiro (HUNGRIA e NOGUEIRA, 2014).

Para os produtos utilizados para controle biolégico, a Portaria Conjunta
SDA/MAPA - IBAMA - ANVISA N° 1, de 10 de abril de 2023, orienta como deve ser
realizado o registro destes produtos, todas as avaliagbes que devem ser realizadas, e
0 que deve conter no rétulo e bula, como aspecto fisico-quimico do produto, espécie
contida, concentracdo, culturas testadas, dentre outros (MAPA, 2023). Em 2012 havia
135 produtos registrados para biocontrole, ja em 2020 o numero de registros
aumentou para 411 produtos (BETTIOL et al., 2012; MAPA, 2021). Em junho de 2024,
o aplicativo Bioinsumos (https://www.embrapa.br/busca-de-solucoes-tecnologicas/-
/produto-servico/7227/aplicativo-bioinsumos) indicava mais de 600 para biocontrole
registrados no MAPA. Esta evolugdo é resultado do aumento do interesse por insumos
biolégicos para controle de pragas e doengas, uma tendéncia ndo apenas brasileira,

mas mundial.
2.5 PRODUGCAO ON FARM DE BIOINSUMOS

Recentemente, alguns produtores tém buscado realizar a producéo de
bionisumos nas propriedades, sob o argumento de diminuicdo dos custos de
producdo. Entretanto, na maioria dos casos, a producao € realizada em estruturas
rudimentares, chamadas de producdes on farm (CASTRO e ARAUJO, 2018), o que
pode comprometer a qualidade do produto final (BOCATTI et al., 2022).

Na produgdo on farm, os proprios produtores tentam fabricar seus
bioprodutos para biocontrole e inoculantes, alguns em estruturas rudimentares como

caixas d'agua, ou mesmo fermentadores mais elaborados, mas, em geral, sem
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assegurar o controle da qualidade adequado. Os meios de cultura para a producao
sdo geralmente fornecidos por terceiros, ou as vezes sao subprodutos encontrados
na propriedade, sem levar em conta as exigéncias nutricionais especificas e o
metabolismo de cada microrganismo, que frequentemente s&o misturados para
crescer em um mesmo fermentador. A fonte de indculo inicial pode ser obtida de
bancos de germoplasma ou de fornecedores de indculos, a partir de microrganismos
com especificagao de referéncia, ou mesmo produtos comerciais (SANTOS, DINNAS
e FEITOZA, 2020). Entretanto, independentemente do tipo de microrganismo alvo, se
inoculantes ou para biocontrole, ocorre alto nivel de contaminagcdo por
microrganismos nao alvo, alguns dos quais com potencial patogénico a humanos
(BOCATTI et al., 2022), o que compromete a qualidade do produto final do ponto de
vista ndo apenas agronémico, mas também sanitario.

A contaminag&o por microrganismos indesejados é frequente, por ndo
haver um controle adequado do processo de producdo, principalmente devido a
condicbes inadequadas de assepsia (SANTOS, DINNAS e FEITOZA, 2020). Na
grande maioria dos casos, nao existe controle de qualidade para se conhecer a
ocorréncia de microrganismos contaminantes e nem a concentragao e a identidade
dos microrganismos alvo (CASTRO e ARAUJO, 2018).

Dessa forma, os produtores consideram estar economizando na
tentativa de fabricar seus proprios insumos biolégicos, mas na maioria dos casos
acabam prejudicados, pois 0os microrganismos de interesse podem n&o estar
presentes ou estar em concentragdes muito aquém das necessarias para promover o
efeito esperado (CASTRO; ARAUJO, 2018), além do risco sanitario pela presenca de
microrganismos potencialmente patogénicos ao homem no produto final (BOCATTI et
al., 2022).

A qualidade microbiolégica de biopesticidas a base de Bacillus
thuringiensis produzidos em sistemas on farm foi avaliada em amostras de biofabricas
on farm no estado de Goids. Todas as amostras estavam contaminadas com
diferentes microrganismos e o produto foi considerado inadequado para uso nas
lavouras, pois apresentava risco de contaminagao a humanos e animais devido ao
alto indice de contaminag&o com microrganismos potencialmente patogénicos, além
de a bactéria alvo, quando presente, ndo apresentar o cristal da proteina ativa contra
as pragas (VALICENTE, 2018).

Nao raro, a contaminacao das amostras desses tipos de producao de
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bioinsumos chega a 100%, incluindo coliformes totais, coliformes termotolerantes e
presenca de Salmonella, o que reforga o risco a saude humana, além de acarretar
baixa ou nenhuma eficiéncia agronémica do produto final (SANTOS et al., 2020).

Os microrganismos conseguem, por diferentes mecanismos, resistir aos
agentes antimicrobianos, como por exemplo, pela agdo de enzimas que modificam a
molécula do agente ativo (WILSON, 2014), sua destruicdo por lise enzimatica
(D’COSTA et al., 2011), modificando os transportadores de membrana para evitar que
0 agente ativo entre na célula, entre outros (FALAGAS et al., 2019). A analise de 18
amostras de inoculantes produzidos on farm, cujo objetivo era multiplicar
Bradyrhizobium ou Azospirillum, revelou alta contaminacao do produto final. Entre os
cerca de 80 morfotipos de microrganismos encontrados nas amostras, 34 eram de
espécies com potencial patogénico para humanos, varios apresentando resisténcia a
antibidticos, o que aumenta ainda mais o risco sanitario (BOCATTI et al., 2022). A
disseminagdo de genes de resisténcia a antibioticos no ambiente é de particular
importancia sanitaria, pois microrganismos suscetiveis a determinados antibiéticos
podem se tornar resistentes pela obtencdo de genes de resisténcia mantidos por
outros microrganismos no ambiente, por transferéncia horizontal, o que dificulta cada
vez mais o combate a infec¢cdes (MUNITA e ARIAS, 2016).

2.6 METODOS PARA O ESTUDO DE COMUNIDADES MICROBIANAS

2.6.1 Métodos Baseados em Cultivo

Os microrganismos cultivaveis isolados do ambiente podem ter varias
aplicagbes praticas. Originam produtos a base de metabdlitos secundarios para uso
medicinal, agricola e industrial, como o caso de antibidticos, além dos microrganismos
empregados na agricultura, como inoculantes e para o controle bioldgico de pragas e
doencas. Entretanto, sua aplicacdo depende da capacidade de crescimento em meios
artificiais (OLIVEIRA et al., 2006), o que é excegao entre 0s microrganismos, visto que
a grande maioria ndo é cultivavel. Devido as suas caracteristicas e exigéncias
metabdlicas, estima-se que apenas de 1 a 10% dos microrganismos existentes no
ambiente consigam ser isolados e multiplicados em meios de cultura artificiais

(BORNEMAN et al., 1996), enquanto a imensa maioria ndo € cultivavel, ou seja, ndo
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podem ser multiplicados em condi¢des artificiais de cultivo em meio de cultura em
laboratario.

Os métodos classicos para o isolamento de microrganismos sao
baseados em cultivo em meio de cultura e utilizam diluigdo seriada para individualizar
coldénias que, teoricamente, sdo provenientes de uma unica célula (HERIGSTAD,
HAMILTON e HEERSINK, 2001). Apés a diluicdo, uma aliquota é transferida para o
meio de cultura especifico e é espalhada uniformemente com o auxilio de uma alga,
geralmente em duplicatas ou triplicatas (JETT et al., 2018). As placas s&o incubadas
por determinado tempo em temperatura pré-estabelecida, e as colénias formadas séo
contadas para se estimar a concentragao de células na amostra (ANNUNZIO et al.,
2019).

Esse procedimento é geralmente empregado para o controle de
qualidade da produgao de insumos biolégicos (PACE, 1986; FERREIRA et al., 2024).
Entretanto, uma das limitagbes do método € que o meio de cultura pode nao ser
adequado para o crescimento de outros microrganismos contaminantes que estejam
na amostra, pois estes podem ter exigéncias nutricionais diferentes. Por isso, métodos
independentes de cultivo podem ser mais adequados para se conhecer a diversidade
microbiana em amostras contendo comunidades microbianas complexas (BULL;
WARD e GOODFELLOW, 2000).

2.6.2 Métodos Moleculares Independentes de Cultivo

Para a identificacdo e o posicionamento taxonémico de um
microrganismo, os primeiros estudos dependiam do isolamento e cultivo do
microrganismo para estudo de sua fisiologia, morfologia celular, de colbnia, etc. Na
década de 1970, com o surgimento das primeiras técnicas de sequenciamento de
DNA, foi sugerido o sequenciamento de genes que codificam para o RNA ribossomal
como marcadores moleculares para classificacdo e posicionamento taxonédmico de
microrganismos (SANGER, NICKLEN e COULSON, 1977; WOESE e FOX, 1977). A
analise da sequéncia do gene ribossomal 16S RNAr, que se encontra em uma regiao
conservada do gene, permitiu melhorias no estudo e classificagdo taxonémica de
bactérias (JANDA e ABBOTT, 2007), mas este método também depende do
isolamento de microrganismos em culturas puras. Além disso, as fungdes metabdlicas

e a ecologia dos microrganismos ainda ndo podem ser avaliadas por este método
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(ESCOBAR-ZEPEDA, LEON, e SANCHEZ-FLORES, 2015). Outro problema & que os
resultados do sequenciamento do gene 16S RNAr sao limitados e permitem um
posicionamento taxondmico apenas até o nivel de filo a género. Portanto, sua
capacidade de identificar espécies bacterianas é limitada (SANTOS-MARCOS et al.,
2019). Assim, este método pode ser utilizado apenas para identificagcao inicial de
bactérias (CLARRIDGE, 2004), tendo sido usado como método auxiliar para
reclassificar microrganismos que foram classificados de forma incongruente pelos
métodos convencionais (PETTI, POLAGE e SCHRECKENBERGER, 2005), entre
outras aplicagoes.

A partir de 1980, foram desenvolvidas as primeiras técnicas moleculares
independentes de cultivo para analise da diversidade microbiana em amostras
ambientais a partir da extracdo do DNA gendmico total (SILVEIRA, 2004). Dentre
essas técnicas, a metagenémica permite analisar a diversidade genética em uma
comunidade microbiana complexa com base no DNA total extraido diretamente da
amostra, sem a necessidade de cultivo dos microrganismos em meios artificiais, o que
supera o problema de limitacdo de crescimento nessas condi¢cdes e permite detectar
o(s) gene(s) do(s) microrganismo(s) no seu ambiente de crescimento
(HANDELSMAN, 2005; PARAGES et al., 2016; NGARA e ZHANG, 2018).

Essa técnica permite avaliar ndo apenas a diversidade taxondmica de
microrganismos, mas também sua diversidade funcional no ambiente onde est&o, seja
em amostras de solo ou agua, seja em amostras de alimentos ou de produtos
biolégicos (SCHMEISSER, STEELE e STREIT, 2007). Portanto, essa técnica também
€ aplicavel para a andlise da qualidade microbiolégica de amostras de bioinsumos.

O sequenciamento em shotgun rompe as moléculas de DNA presentes
nas amostras em pequenos fragmentos, as sequéncia e, ao término do
sequenciamento, é possivel, com auxilio de programas de bioinformatica, juntar estes
pequenos fragmentos e obter os contigs, que sao conjuntos de leituras sobrepostas
que, quando agrupadas, formam uma sequéncia de DNA maior, possibilitando
reconstruir a sequéncia de DNA fragmentado de uma dada espécie presente na
amostra (MIGUEL e VIEIRA, 2017).

A tecnologia utilizada para a realizagdo da analise por metagenoma a
partir do sequenciamento do DNA total extraido de uma amostra € reconhecida por
ter alto rendimento e gerar alta quantidade de informacgdes genéticas (HIRAOKA,
YANG e IWASAKI, 2016; SHARON et al., 2013). O método é utilizado para estudos
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na agricultura (CARBONETTO et al.,, 2014) e na saude humana, entre outros
(SAXENA e SHARMA, 2016).

O metagenoma € uma tecnologia que pode ser ainda aplicada para
estudar microrganismos extremdéfilos, que habitam ambientes com temperaturas
extremas, alta salinidade, alta concentracdo de metais, dentre outros. A partir desta
tecnologia concluiu-se que os microrganismos extremofilos possuem genes que
codificam proteinas de interesse para a biotecnologia, como celulases e genes
envolvidos com a capacidade desses microrganismos de sobreviverem em condi¢gdes
extremas (MIRETE, MORGANTE e GONZALEZ-PASTOR, 2016), o que permite
aplicagdes biotecnologicas.

Assim, como as produgdes de bioinsumos on farm podem formar
comunidades microbianas consideradas complexas, devido a alta frequéncia de
contaminagao (BOCATTI et al., 2023), métodos de avaliagdo da diversidade de
microrganismos nestas amostras com base na abordagem metagendémica podem
trazer mais informagdes quanto a diversidade de microrganismos presentes do que
os métodos classicos baseados em cultivo em meios de cultura. Além disso, permite
fazer um estudo de outros genes de interesse na amostra, como genes funcionais e

genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos.



36

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E LOCAL DAS ANALISES

Com o objetivo de analisar a qualidade microbiolégica de bioinsumos
produzidos on farm, foi realizada uma divulgagéo do estudo para os produtores via e-
mail e redes sociais com o intuito de incentivar produtores e técnicos a fornecerem
amostras para o estudo e, ao mesmo tempo, conhecerem a sua qualidade
microbiolégica do que esta sendo produzido. Ao longo de 18 meses, foram obtidas 22
amostras provenientes dos estados de Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Goias,
Piaui e Mato Grosso. Para a coleta, foram enviados kits de amostragem, contendo
trés tubos estéreis do tipo “Falcon” de 50 mL, pipetas descartaveis esterilizadas para
a coleta, gelo reutilizavel para a preservagdo das amostras no transporte, luvas
descartaveis, fitas Parafim®© para vedacao dos tubos apds a coleta, instrucbes de

coleta e caixa de isopor para envio das amostras (Figura 1).

Figura 1- Aspecto geral do kit de coleta das amostras de bioinsumos produzidos on

farm para analise da qualidade microbioldgica.

Fonte: Bocatti, 2018.

De acordo com as instrugdes de coleta, mediante o auxilio de uma pipeta
estéril descartavel, uma aliquota do meio de crescimento foi retirada do tanque de
producao ou de sua saida e transferida para dois tubos “Falcon” até completar um
volume de 30 mL cada. Posteriormente, os tubos foram identificados e vedados com

a fita Parafilm® e as amostras acondicionadas em caixa de isopor com gelo reutilizavel
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e encaminhadas para o Laboratdrio de Biotecnologia do Solo da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria — Soja, Londrina, PR (Embrapa Soja), para a realizagéo
das analises.

Os géneros dos microrganismos alvo das multiplicagbes utilizadas no
estudo foram: Azospirillum, Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas, Priestia, e 0s
fungos Beauveria e Trichoderma (Tabela1).

Além das amostras coletadas nas propriedades rurais, foi preparado no
laboratorio um mix contendo cinco microrganismos: A. brasilense, B. diazoefficiens,
Bacillus pumilus, Pseudomonas brassicacearum e Rhizobium tropici visando verificar
a eficiéncia da extracdo de DNA, sequenciamento metagenOmico e anadlise de

bioinformatica, como controle positivo.



Tabela 1- Microrganismos(s) alvo(s) da produgéo on farm, conforme declarado no formulario de envio e estado de origem.
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Amostra Microrganismos Alvo Estado de Origem
Controle Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium diazoefficciens, Bacillus pumilus, -
positivo Pseudomonas brassicacearum e Rhizobium tropici

1 Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bradyrhizobium, Azospirillum Pl
2 Bradyrhizobium, Azospirillum, Metarhizium, Trichoderma, Chromobacterium, MT
Paecilomyces, B. subtilis, Priestia megaterium, Pochonia sp.
3 Bradyrhizobium japonicum Pl
4 A. brasilense Pl
5 B. subtilis, Bacillus thuringiensis PR
6 B. subtilis, B. thuringiensis PR
7 B. subtilis SC
8 B. thuringiensis SC
9 Priestia aryabhattai GO
10 Pseudomonas fluorescens GO
11 P. fluorescens, P. aryabhattai GO
12 B. subtilis, P. megaterium GO
13 Beauveria bassiana GO
14 Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Saccharomyces cerevisiae PR
15 P. megaterium SC
16 P. aryabhattai SC
17 P. megaterium PR
18 B. subtilis PR
19 P. aryabhattai PR
20 P. fluorescens PR
21 B. subtilis, P. megaterium MG
22 Trichoderma harzianum MG

Nota: as amostras do mesmo estado ndo séo necessariamente da mesma propriedade.
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3.2 PH E CONDUTIVIDADE ELETRICA DOS CULTIVOS

Em camara de fluxo laminar, retirou-se uma aliquota de 15 mL para a
caracterizagdao do pH com o potencidmetro FiveEasy Plus FP20 (Mettler-Toledo,
Schwerzenbach, Zurique, Suiga) e da condutividade elétrica, com o condutivimetro
digital MB-11P (TECNAL, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil). Os valores obtidos foram

anotados e tabelados para a caracterizagao das amostras.
3.3 DILUICAO SERIADA E PLAQUEAMENTO EM MEIOS DE CULTURA

Com base na IN 30 do MAPA de 2010 (BRASIL, 2010), que descreve
como deve ser feito o controle de qualidade da producdo comercial de inoculantes,
foram realizadas as diluicbes seriadas e os plaqueamentos. Os inoculantes foram
plagueados em meios especificos para os microrganismos, conforme o microrganismo
alvo indicado. O meio de cultura Agar Rojo Congo (RC) foi utilizado para Azospirillum
e Yeast Mannitol Agar (YMA) para as amostras para Bradyrhizobium como
microrganismo alvo. O meio Agar Triptona de Soja (TSA) foi empregado para o
crescimento de Bacillus, o meio King B foi empregado para Pseudomonas e Batata
Dextrose Agar (BDA) para fungos Beauveria e Trichoderma.

Em cémara de fluxo laminar, as amostras foram homogeneizadas por 20
s em agitador de tubos, retirando-se uma aliquota de 1 mL, que foi suspensa em um
tubo contendo 9 mL de solugéo fisioldgica estéril (NaCl 0,85%), obtendo-se a primeira
diluicdo de 10-'. A partir desta diluicao foram feitas novas diluicbes, em mais 6 tubos
consecutivos com 9 mL de solugao fisioldgica estéril que recebeu 1 mL da suspenséao
anterior, até obter a diluicdo 107. Para cada amostra, as séries de diluicdes foram

realizadas em duplicata.

Figura 2- Imagem ilustrativa de uma diluicdo seriada e plaqueamento a partir da
amostra do bioinsumo produzido on farm, até a diluicdo de 10”7 em solucéo salina a
0,85% estéril.
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Apos obter as séries de diluicdo até 1077, o plaqueamento foi realizado

utilizando-se uma aliquota de 0,1 mL das diluigbes 10, 10 e 107 em placa de Petri,

contendo o meio de cultura especifico para o microrganismo alvo, em triplicata para

as trés diluicdes. Quando n&o se constatou crescimento nas respectivas dilui¢cdes, a

analise foi repetida empregando-se diluicdes menores.
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As placas foram incubadas a 28+1 °C no escuro, na posi¢ao invertida
para a verificagdo da ocorréncia de colbnias caracteristicas dos microrganismos alvo.
Com o intuito de diminuir a formagao de colénias de microrganismos contaminantes,
os meios YMA e RC foram acrescidos de vancomicina (antibiotico) e actidione
(antifungico).

As contagens das coldnias foram realizadas no primeiro, quinto e sétimo
dia de incubagado. Para as amostras que continham Bacillus e Pseudomonas como
microrganismos alvo, a verificagdo da formacgéo de coldnias tipicas ocorreu apos um
dia de incubagdo; o aparecimento de coldnias de microrganismos contaminantes
também ocorreu dentro de um dia em todos os meios de cultura. Para as amostras
que continham Azospirillum, nova verificagcao foi feita no quinto dia, enquanto as que
tinham Bradyrhizobium e fungos como organismos alvo foram reavaliadas no sétimo

dia, visto que sdo microrganismos de crescimento lento.

34 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE RIBOSSOMAL 16S RNAR DOS ISOLADOS
OBTIDOS EM MEIO DE CULTURA

Para realizar o sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S RNAr
foram selecionadas as colénias que apresentavam morfologia similar as dos
microrganismos alvo e as coldnias atipicas predominantes nos meios de cultura em
placas de Petri, suspeitas de serem contaminantes.

Apods a selecao, cada colbnia foi repicada por estriamento no respectivo
meio de cultura para a obtencao de coldnias puras isoladas. Depois do crescimento,
as colonias foram inoculadas em frascos contendo aproximadamente 10 mL do
respectivo meio de cultura liquido e incubadas a 28 °C sob agitagdo a 100 rpm em
incubadora SL-223 (SOLAB, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil). Apdés o
crescimento das bactérias nos meios liquidos, representado pela turbidez no meio de
cultura, foi realizada a extragdo do DNA gendmico com o kit DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen, Hilden, Alemanha).

O gene ribossomal 16S RNAr foi amplificado com o uso dos primers fD1
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e D1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3))
(WEISBURG et al., 1991), com um mix contendo tamp&o PCR 10x (Tris-HCI 200 mM
pH 8,4, KCI 500 mM), MgClz (1,5 mM), dNTPs (1,5 mM de cada nucleotideo), enzima
Taqg DNA polimerase (1,2 U), DNA (fita molde) e agua purificada, para um total de 50
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ML de mix de reagado, que foi levado para o termociclador ProFlex PCR System
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Os ciclos de
amplificagdo, compreenderam um ciclo inicial de desnaturacéo (95 °C) por 2 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturagdo (94 °C) por 15 s, 93 °C por 45 s, ciclo de
anelamento a 55 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 2 min e um ciclo final de extens&o
(72 °C) por 5 min (MENNA et al., 2006).

A purificagédo dos produtos da PCR foi realizada com o kit PureLink Quick
PCR Purification (Invitrogen, Paneriai, Vilnius, Lituania). Ao término de cada uma das
etapas, o produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1% para verificagao do
procedimento de amplificacdo. Constatado o amplicon correspondente e a pureza da
amostra, estas foram submetidas ao sequenciamento no sequenciador ABI3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster, California, Estados Unidos) para
posicionamento taxonémico a nivel de género pelo sequenciamento parcial do gene
16S RNAr usando o primer 27F (LANE et al., 1985), conforme o procedimento descrito
por Menna et al. (2006), com modificagdes (Delamuta et al., 2017). As sequéncias
foram analisadas usando o software Bionumerics versdo 7.6 e o resultado foi
comparado com as sequéncias depositadas no banco de dados NCBI — National
Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a partir da
ferramenta BLAST.

3.5 ABORDAGEM METAGENOMICA

A analise metagenémica foi realizada nas 22 amostras para verificar a
diversidade de microrganismos presentes em cada uma. A extragdo do DNA total das
amostras foi realizada com o kit PowerSoil DNA Isolation Kit (Mo Bio, Califérnia,
Estados Unidos), segundo as recomendacdes do fabricante. Os DNAs extraidos foram
usados para a construgcao da biblioteca, usando o kit Nextera XT (Califérnia, Estados
Unidos), conforme recomendacgdes do fabricante. Em seguida, a biblioteca genémica
foi sequenciada no sequenciador NextSeq 1000, plataforma Illumina (Estados Unidos,
Califérnia), no Laboratério de Biotecnologia do Solo da Embrapa Soja.

A analise das leituras (reads) geradas pelo sequenciamento foram pré-
processadas utilizando o programa Fastp 0.23.4. Este programa realiza a filtragem e
o controle de qualidade nos arquivos fastq. O pré-processamento ocorreu da seguinte

forma: 1) remogéao de duplicatas e; 2) os dez primeiros e dez ultimos nucleotideos de
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cada leitura foram removidos. Na segunda etapa, as leituras com comprimento total
<20 nucleotideos e as leituras de baixa qualidade com indice de qualidade Phred < 20
foram removidas. Finalmente, sequéncias com baixa complexidade e leituras
contendo mais de 5 N (cinco bases nitrogenadas sem definigdo) para cada leitura
foram removidas (CHEN et al., 2018).

Para obter estimativas de abundancia relativa em cada sequéncia, as
leituras processadas foram mapeadas usando genes marcadores especificos de
taxonomia microbiana com MetaPhlAn 4.0.6 (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023). Todo o
pipeline MetaPhlAn (Metagenomic Phylogenetic Analysis) foi executado usando o
banco de dados de referéncia mpa_vOct22 CHOCOPhIANSGB 202212
(http://cmprod1.cibio.unitn.it/biobakery4/metaphlan_databases/).

Com o intuito de confirmar os resultados do MetaPhlAn, as leituras de
amostras das espécies de menor e maior abundancia, e os microrganismos alvo foram
alinhadas com seus genomas de referéncia usando Bowtie2 v. 2.3.2 (LANGMEAD e
SALZBERG, 2012). Foram utilizados dois métodos para permitir a comparacao da
abundancia relativa. As figuras foram elaboradas em R (R Core Team, 2022) e
finalizadas em CorelDraw.

As amostras processadas foram submetidas ao software MetaSpades
4.0.6 para montagem metagendmica. Nessa etapa, os reads sao sobrepostos nos
pontos de complementaridade, formando contigs, que sao sequéncias mais extensas
(NURK et al., 2017). Posteriormente, esses contigs foram analisados para a deteccao
de genes de resisténcia a antimicrobianos, utilizando o Resfinder FG 2.0
(https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinderFG/). Este recurso concentra-se em genes
de resisténcia a antibidticos (GRAs), predominantemente de origem bacteriana
cultivavel e patogénica, e opera através de metagendmica funcional (GSCHWIND et
al., 2023).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS  FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE BIOINSUMOS
PRODUZIDOS ON FARM

As 22 amostras recebidas apresentaram pH entre 2,9 (amostra 5) e 6,8
(amostra 8), sendo que 15 amostras apresentaram pH menor que 5,0. Ja a
condutividade elétrica estava entre 152 (amostra 2) e 10.830 uS/cm (amostra 17).
Valores altos de condutividade elétrica indicam alta salinidade dos meios de cultivo, o
que também é desfavoravel para o crescimento dos microrganismos de interesse
(Tabela 2).

Tabela 2- pH e condutividade elétrica (uS/cm) de amostras de bioinsumos produzidos

on farm, provenientes de diferentes regides do Brasil.

Amostra Estado de Origem pH Condutividade
Elétrica (uS/cm)

1 Pl 5,0 4.075
2 MT 4,0 152

3 Pl 53 3.369
4 Pl 6,7 2.760
5 PR 29 1.625
6 PR 3,3 3.058
7 SC 6,4 2.601

8 SC 6,8 2.405
9 GO 3,3 10.450
10 GO 6,5 5.839
11 GO 3,9 9.081

12 GO 57 4.516
13 GO 4,2 8.199
14 PR 3,0 4.393
15 SC 3,5 10.050
16 SC 3,2 5.691

17 PR 3,8 10.830
18 PR 4,3 7.206
19 PR 4,3 6.283
20 PR 3,6 6.189
21 MG 3,3 668,5
22 MG 4,6 1.552
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4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR A NIVEL DE GENERO DOS ISOLADOS OBTIDOS
NOS MEIOS DE CULTURA

O crescimento microbiano foi observado nos meios de cultura em placas
de Petri no primeiro, quinto e sétimo dia de incubacido. As amostras 3, 5, 6 e 14 nao
apresentaram col6nias nas diluicdes 10, 10 e 107 e por isso a analise foi repetida
utilizado o in6culo sem diluigdo nas amostras 5, 6 e 14, e mesmo assim resultou em
um numero baixo de colbnias. A amostra 3 foi plaqueada nas diluigdes 103, 10“ e 10
5. Nota-se que as colbnias s&o de dificil visualizagdo, pois muitas eram pequenas, com
didmetro menor que 2 mm, na amostra 3, 6 e 9 (Figura 3).

As imagens das amostras plagueadas em seus respectivos meios de
cultura, dependo do microrganismo alvo nos meios RC e YMA, indicam colénias com
diferentes morfologias e diferentes concentragdes. Algumas placas demonstraram
maior variedade de col6nias do que outras, dependendo da origem. Nao foram
observadas col6nias tipicas dos microrganismos alvo nas placas contendo os meios
de cultivo de RC e YMA, Azospirillum e Bradyrhizobium, respectivamente. Alguns
microrganismos alvo foram encontrados em seus respectivos meios, como
Pseudomonas, Trichoderma e Bacillus, porém em baixas concentragdes. Ademais, o
género Bacillus também foi encontrado em outros meios de culturas como
contaminantes. Algumas placas apresentaram crescimento muito baixo, mesmo com
o plagueamento da amostra com baixa ou sem diluicdo (amostras 3, 5, 6 e 14) (Figura
3).

As col6nias mais frequentemente observadas nos meios de cultura
foram isoladas para purificagdo, totalizando 79 morfotipos (Tabela 3). O DNA
gendmico dos morfotipos bacterianos a partir de colénias isoladas das amostras foi
extraido e o gene ribossomal 16S amplificado para sequenciamento parcial. As
sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados do
NCBI. Para as amostras cujos microrganismos alvo eram fungos, n&o foi realizado
sequenciamento parcial, apenas foi realizada a verificagdo morfolégica no meio de

cultura, como no caso do fungo Trichoderma da amostra 22 (Figura 3).
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Figura 3- Aspecto visual de placas de Petri contendo meios de cultivo especificos, de

acordo com o microrganismo alvo. O numero na imagem representa a amostra, na

diluicdo 10, exceto amostra 3 na diluigdo 10-3 e as amostras 5, 6 e 14 sem diluicdo.

Fonte: Préprio autor, 2023.

O sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S indicou que dentre
0s microrganismos alvo, o género mais frequentemente observado foi Bacillus, que
além de ser isolado no meio TSA (meio ideal para seu crescimento), também foi
encontrado em outros meios de cultivo em amostras em que n&o era o microrganismo
alvo. O género Pseudomonas também foi encontrado em algumas amostras em que
era o microrganismo alvo, enquanto os demais géneros alvo ndo foram encontrados
no sequenciamento parcial do gene ribossomal extraido de colénias isoladas,

indicando baixa ocorréncia ou auséncia na amostra.
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Tabela 3- Morfotipos de colénias que apresentaram crescimento nos respectivos
meios de cultura em placas de Petri, selecionados para o sequenciamento parcial do
gene ribossomal 16S para indicagdo do género, com base na comparagdo com o
banco de dados de genes ribossomais do NCBI e a respectiva concentragdo na
amostra.

Morfotipos Meio de UFC/mL
Amostra | de colénias cultura Indicagdo do Género | género alvo
4 TSA Bacillus 1,6 x 107
6 Bacillus
1 1 RC & YMA Brevibacillus
1 Caldibacillus
1 Gluconacetobacter
2 TSA Bacillus 4.3 x 105
2 Gluconacetobacter
RC
5 1 Lactococcus
1 Lactococcus
1 Bacillus
1 YMA Gluconacetobacter
1 Paraburkholderia
1 Acinetobacter
3 1 YMA Escherichia
1 Acinetobacter
3 Acinetobacter
4 1 RC Alcaligenes
1 Ochrobactrum
5 3 TSA Bacillus 80
6 2 TSA Lacticaseibacillus
1 Citrobacter
! 1 TSA Bacillus 2,1 x 108
1 Acinetobacter
8 1 TSA Citrobacter
1 Acinetobacter
9 3 TSA Lactiplantibacillus
1 Morganella
10 1 TSA Klebesiella
1 Pseudomonas 3,1x 107
1 Escherichia
2 Paenibacillus
1 2 TSA Lactiplantibacillus
3 Bacillus 7,0 x 108
12 1 TSA Brevibacillus
1 Lysinibacillus

Continua...
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Morfotipos Meio de UFC/mL
Amostra | de coldnias cultura Indicagcdo do Género | género alvo
13 1 BDA Lew./actot_)acﬂ.lus
1 Lacticaseibacillus
14 2 TSA Bacillus 23
1 Leuconostoc
15 1 TSA Lactiplantibacillus
1 Lactobacillus
1 Bacillus 7,3 x 107
16 1 TSA Lactiplantibacillus
1 Leuconostoc
17 3 TSA EnterOt':occus
1 Bacillus 6,0 x 106
1 Lactococcus
18 TSA
1 Acetobacter
1 Enterococcus
1 TSA
9 1 S Citrobacter
20 1 King B Acetobacter
1 Lactobacillus
21 1 TSA Lactiplantibacillus
1 Bacillus 1,7 x 108
22 1 BDA Trichoderma 1,2x 107
43 CARACTERIZACAO TAXONOMICA E GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

DAS AMOSTRAS DE BIOINSUMOS PRODUZIDAS ON FARM BASEADAS EM METAGENOMICA

Apds o sequenciamento do metagenoma e analise pelo programa

MetaPhlAn, obteve-se a tabela taxonémica indicando a frequéncia relativa do DNA

gendmico dos microrganismos presentes (Figura 4) em relacdo a quantidade de reads

lidos pelo programa (Apéndice B).
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Figura 4- Frequéncia relativa de sequéncias do DNA gendmico de microrganismos
presentes nas amostras de biocinsumos obtidas de produgdo on farm e a amostra
controle, apresentada por espécie. Os respectivos grupos funcionais como geralmente

sdo reconhecidos os microrganismos sao representados por cores.
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conversdao de biomassa em combustivel, biocombustivel, atividade antifungica ou antimicrobiana,
endossimbiontes de insetos, metabolizacdo de compostos, produtoras de pigmento, propionato,
hidrogénio, bioplastico, alcool, xantolisina, ciclagem bioquimica de enxofre, tolerante a altas
temperaturas, a boro, tratamento de agua ou esgoto, uso industrial, produtora de biogas, associacéo a

gastrite, e uso em biotecnologia.

No total foram encontrados 305 taxa de microrganismos com base nas
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sequéncias de DNA extraidas das amostras dos bioinsumos produzidos on farm,
indicando alto grau de contaminagao, formada pelos microrganismos nao alvo da
multiplicacédo. Entre os diferentes taxa, 101 sdo patogénicos de humanos, animais ou
plantas, 32 sdo consideradas BPCP, e/ou auxiliarem no controle biolégico ou fixagdo
biolégica de nitrogénio, 22 sdo empregados em biorremediag&o ou biodegradacgao, 50
sao bactérias fermentativas e/ou probidticas, mostrando que o grupo de patogénicas
€ o predominante. O restante sdo bactérias de vida livre, outras que nao foram
encontradas informagdes e bactérias de diferentes grupos que ndo se encaixavam
nos grupos acima, como decompositoras, endossimbiontes de insetos, entre outras.
As amostras 10, 17 e 22 apresentaram grande abundancia relativa de patdégenos, com
destaque para os géneros Achromobacter, Acinetobacter, Candida, Pseudomonas,
Enterobacter e Enterococcus.

Os DNAs dos microrganismos alvo foram encontrados em algumas
amostras, porém em sua maioria com baixa abundancia relativa (Tabela 4). As
amostras 1, 2, 3, 4 e 17 apresentaram abundancia relativa dos microrganismos alvo
menor que 1%; as amostras 15, 18 e 21 com maiores frequéncias em torno de 69, 4,5
e 9,5/0,3%, respectivamente. Mesmo nos casos em que foi encontrada maior
frequéncia dos microrganismos alvo, como na amostra 15, com 69% de Priestia
megaterium, também foram encontrados patdégenos na mesma amostra, como
Bacillus cereus e Candida tropicalis. Nas demais amostras as sequéncias de DNA dos
microrganismos alvo ndo foram encontradas na analise pelo programa MetaPhlAn.

As amostras 1, 8 e 11 foram as que apresentaram maior numero de
espéecies pela abordagem metagenbmica. A amostra 1 possuia quatro
microrganismos alvo, a amostra 8 apenas um e a amostra 11 tinha dois. Entretanto,
na amostra 1 foram encontradas 64 espécies, na amostra 8 foram 56 espécies € na
amostra 11 foram 65 espécies, indicando alta contaminacédo. Apesar de a amostra 20
apresentar grande ocorréncia de DNA de uma BPCP, este ndo era o microrganismo
alvo. Neste caso, o microrganismo alvo era Pseudomonas fluorescens, mas houve

predominéancia de Acetobacter peroxydans com mais de 95% de abundancia relativa.
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Tabela 4 — Resultados da analise metagenémica pelo MetaPhlAn com a abundancia relativa de DNA dos microrganismos alvo

encontrados no controle positivo (C) e nas amostras provenientes de produgdes de bioinsumos on farm (1 a 22).

Microrganismos

c

1

2

4

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

A. brasilense

41,83%

0,00%

0,10%

0,79%

B. lecheniformis

0,00%

B. pumilus

6,30%

B. subtilis

0,13%

0,47%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

4,48%

9,55%

B. thuringiensis

0,00%

0,00%

0,00%

B. bassiana

0,00%

B. japonicum

0,00%

0,00%

B. diazoefficiens

0,01%

0,00%

L. acidophilus

0,00%

L. casei

0,00%

P. aryabhattai

P. megaterium

P.
brassicacearum

4,19%

P. fluorescens

R. tropici

47,07%

S. cerevisiae

0,00%

T. harzianum

Nota: 0% significa que o microrganismo alvo era objeto da multiplicagéo, mas seu DNA nao foi encontrado na amostra.
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Além do metagenoma analisado pelo MetaPhlAn, as amostras também
foram analisadas pelo software Bowtie2, em que os microrganismos alvo e as
sequéncias de DNA dos microrganismos reconhecidos na analise pelo MetaPhlAn
foram comparados com genomas de referéncia dessas espécies para averiguar suas
abundéncias relativas nas amostras. A maior parte das frequéncias relativas ficaram
iguais ou proximas pelas duas formas de analise, mas houve discrepancia em alguns
casos (Apéndice C), indicando que a frequéncia relativa pode variar conforme o
método de analise. Entretanto, independentemente do método, nao alterou o
resultado para a confirmagdo dos microrganismos alvo e os contaminantes nas
amostras.

Em relagdo a presenga de genes de resisténcia a antibidticos, as
amostras 6, 9, 12 e 20 ndo apresentaram genes adquiridos, ou seja, ndo intrinsecos
a resisténcia natural apresentada pelos microrganismos encontrados (Figura 5).
Todas as demais amostras apresentaram pelo menos um gene de resisténcia nao
intrinseco. A amostra 7 foi a que apresentou a maior quantidade de genes de
resisténcia a antimicrobianos, sendo encontrados 19 genes, entre os quais 0s que
levam a resisténcia a aminoglicosideos, -lactamicos, fosfomicina, fenicol,

fluoroquinolona, sulfonamida, tetraciclina, trimetoprim.
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Figura 5- Analise da presenga de genes de resisténcia adquirida a antibioticos em 22

amostras de bioinsumos produzidos on
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5 DISCUSSAO

O cultivo de microrganismos para a produgdo de bioinsumos exige
conhecimentos especificos de microbiologia, especialmente quanto a fisiologia e o
metabolismo microbiano para que a eficiéncia e a qualidade sejam maximizadas. Além
do conhecimento sobre as exigéncias nutricionais dos microrganismos alvo, como a
capacidade de uso de fontes de carbono, fontes de nitrogénio, fatores de crescimento
etc., fatores importantes como a salinidade do meio e o pH interferem diretamente no
comportamento do desenvolvimento do microrganismo no meio de cultura,
impactando diretamente na concentragdo final de células do microrganismo de
interesse (O'’HARA et al., 2016; SINGH et al., 2014).

A condutividade elétrica em um meio aquoso, como os meios de cultura
para crescimento microbiano, é diretamente proporcional a concentragcao de solutos
(DELAZERI et al., 2016). Portanto, alta condutividade elétrica influencia nas relagbes
osmaticas da célula, que por sua vez limita o crescimento dos microrganismos nao
adaptados aquelas condigdes. Alguns resultados de condutividade elétrica
encontrados nas amostras de bioinsumos produzidas on farm sao desfavoraveis ao
crescimento dos microrganismos alvo, com valores que ultrapassaram 3.000 uS/cm,
sendo que apenas as amostras 2, 4, 5, 7 e 8 n&o ultrapassam esse valor.

Aléem da condutividade elétrica, a temperatura e o pH também sao
cruciais para o 6timo crescimento microbiano. Para géneros mais sensiveis como o
Bradyrhizobium, a temperatura 6tima de crescimento esta entre 25 a 30 °C, e o pH
proximo a neutralidade, sendo que a taxa de crescimento dessas bactérias, que ja é
lento, diminui @ medida que o pH cai abaixo de 6,5 (O’HARA et al., 2016). O género
Azospirillum apresenta temperatura 6tima de crescimento entre 28 e 38 °C e pH entre
7 e 8 (CAIZA, TAMAYO e GUZMAN, 2018). Por sua vez, espécies do género Bacillus
conseguem tolerar maiores temperaturas com o6timo de crescimento a 3014 °C
(MONNERAT et al., 2020), sendo que para alguns isolados a temperatura 6tima & 37
°C (FASOLIN, 2017). O género Pseudomonas apresenta pH de crescimento em torno
de 7,0 a 7,5 (SOESANTO et al., 2022) e temperatura 6tima entre 25 e 30 °C
(DONNARUMMA et al., 2010). O género de fungo entomopatogénico Trichoderma,
também alvo de uma das amostras, apresenta temperatura 6tima de crescimento
entre 25 a 30 °C e pH entre 5,5 a 7,5 (SINGH et al.,, 2014), enquanto o género

Beauveria apresenta temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 28 °C (FARGUES
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et al., 1997) e ampla variagao de pH, entre 5 e 13 (PADMAVATHI, DEVI e RAO, 2003).

Sob esse aspecto, a maioria das amostras de bioinsumos produzidos on
farm apresentaram valores de pH abaixo de 5. Apenas as amostras 1, 3, 4, 7, 8, 10,
12, apresentaram pH 5 ou superior, 0 que revela um ambiente excessivamente acido
para o crescimento dos microrganismos alvo. Quanto a temperatura, embora as
amostras tivessem chegado no laboratério sob refrigeracéo, ha relatos de produtores
de bioinsumos on farm de que seus fermentados atingem temperaturas acima de 40
°C, o que é totalmente desfavoravel ao crescimento da grande maioria dos
microrganismos usados para a produgao de bioinsumos, notadamente os promotores
de crescimento de plantas dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum.

Além dos aspectos fisico-quimicos e nutricionais dos meios de cultivo,
as amostras de bioinsumos multiplicados on farm apresentaram alta contaminacao
por microrganismos nao alvo, o que foi detectado tanto pelo método baseado em
cultivo, quanto pela abordagem metagendmica. Na avaliacdo baseada em cultivo,
seguido de sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S, os géneros dos
microrganismos alvo foram pouco frequentes. Apenas os géneros bacterianos de
interesse Bacillus e Pseudomonas foram encontrados com base em cultivo, mas nao
necessariamente a espécie pretendida. Ja o fungo do género Trichoderma foi
encontrado em uma amostra (22) e caracterizado pelo crescimento tipico em meio de
cultivo (Figura 3), no entanto, ndo foi feita a confirmacdo do género pelo
sequenciamento do gene ribossomal 18S. Os demais microrganismos alvo declarados
nas amostras on farm nao foram encontrados pelos isolamentos em meio de cultivo.
Acrescenta-se as limitagdes dos meios de cultivo ja destacadas o fato de que alguns
microrganismos alvos como Bradyrhizobium possuem taxa de crescimento lenta,
enquanto os contaminantes possuem tempo de geragao menor, ou seja, apresentam
crescimento mais rapido, o que facilita o seu predominio nestes meios.

A diversidade de microrganismos encontrada pela abordagem
metagendmica foi maior do que a observada pelo método baseado em cultivo,
chegando a 65 espécies na amostra 11 e mais de 10 espécies detectadas na maioria
das amostras, embora fosse declarado apenas um microrganismo alvo em mais da
metade das amostras analisadas. E conhecido o fato de que a grande maioria dos
microrganismos (90 a 99%) nao pode ser cultivada em meios de cultura artificiais
(BORNEMAN et al., 1996). Portanto, o método baseado em metagenoma apresentou

maior sensibilidade na detec¢éo da diversidade de microrganismos encontrados nas
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amostras das produgdes on farm.

Os resultados obtidos pelo sequenciamento parcial do gene ribossomal
16S apds o isolamento em meio de cultivo e a abordagem metagenémica
independente de cultivo que utiliza o sequenciamento do genoma completo por
shotgun, apresentaram algumas divergéncias que podem ser explicadas pelo fato de
gue o sequenciamento por shotgun consegue identificar mais microrganismos, mesmo
quando a frequéncia relativa destes é baixa, indicando maior sensibilidade em
comparagao aos métodos baseados em cultivo (BRUMFIELD et al., 2020).

Algumas discrepancia entre os resultados da analise do sequenciamento
das amostras pelos programas MetaPhlAn e Bowtie2, podem ser atribuidas ao fato de
o primeiro método utilizar genes marcadores (BLANCO-MIGUEZ et al., 2023),
enquanto o segundo utiliza genomas de microrganismos depositadas no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) para alinhamento com os genomas encontrados nas
amostras (LANGMEAD e SALZBERG, 2012). Desta forma, o Bowtie2 apresenta uma
precisao maior, mas nao seria possivel utilizar apenas este programa para a analise
inicial porque nédo se conhecia, a priori, todos 0s microrganismos presentes nas
amostras, o que foi revelado apenas apds as amostras terem sido analisadas pelo
MetaPhlAn, tornando possivel a analise utilizando o Bowtie2. Outro fator € que o
MetaPhlAn ndo conseguiu analisar todas as leituras, mas apenas as que continham
0s genes marcadores (Apéndice A). Um exemplo dessa discrepancia € o género
Trichoderma, microrganismo alvo da amostra 22, que nao foi detectado na analise
metagendmica pelo MetaPhlAn (Tabela 4), mas apenas pelo Bowtie2, com 0,01% de
frequéncia relativa (Apéndice C). Dessa forma, um método acaba complementando o
outro e da maior seguranga na interpretagao dos resultados.

Alguns microrganismos foram predominantes nas amostras em relagao
aos demais, como € o caso da espécie Acinetobacter baumanii com 6,07%, 29,1% e
40%, nas amostras 1, 4 e 8, respectivamente. Outros microrganismos foram
encontrados nas amostras em proporgdes relevantes, como Candida tropicalis com
14,5%, 19,7% e 88,5% nas amostras 13, 21 e 22, respectivamente, Enterococcus
faecalis com 49,9% na amostra 19, Enterococcus faecium com 87,4% na amostra 17,
dentre outros exemplos. Isso indica que, além da auséncia ou baixa frequéncia dos
microrganismos alvo, ha prevaléncia de microrganismos potencialmente patogénicos.
Entretanto, os microrganismos alvo, quando encontrados pela abordagem

metagendmica, tiveram uma abundancia relativa na maioria das amostras menor que
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1%, tanto pelo programa do MetaPhlAn, quanto pelo Bowtie2. Desta forma, além das
condi¢des fisico-quimicas inadequadas descritas anteriormente, ocorre competicéo
entre os microrganismos por nutrientes e espago, o que favorece o crescimento de
microrganismos contaminantes, pois geralmente apresentam capacidade de
crescimento e desenvolvimento maior que os microrganismos alvo, ou ainda, por
antagonismo pela producdo de metabdlitos que inibem crescimento dos
microrganismos de interesse (MILJAKOVIC, MARINKOVIC e BALESEVIC-TUBIC,
2020).

As espécies de microrganismos patogénicos encontradas nas amostras
podem causar infecgcbes em humanos e causar problemas sanitarios. A. baumannii é
um patégeno oportunista relacionado a infecgdes no trato urinario, meningite,
bacteremia e pneumonia em humanos (DEXTER et al., 2015). A levedura C. tropicalis
€ a segunda espécie mais virulenta de Candida (ZUZA-ALVES et al., 2017), enquanto
a enterobactéria E. faecalis causa endocardite infecciosa (HERRERA-HIDALGO et al.,
2020) e E. faecium tem sido relacionada a casos de infecgao hospitalar (ZHOU et al.,
2020).

Apesar de os microrganismos alvo Bradyrhizobium e Azospirillum terem
sido acrescentados aos tanques de multiplicacéo, seja por meio de pré-indculos, seja
por meio de produtos comerciais usados como inoculos, ndo conseguiram se
estabelecer naquele ambiente e prevalecer, conforme indicam os resultados pela
abordagem metagendmica ou baseada em cultivo. O fato de os microrganismos alvo
terem sido encontrados em algumas amostras pela abordagem metagenémica, ainda
que em quantidades relativas infimas, pode ser decorrente do DNA trazido pelo
inéculo introduzido nos tanques de multiplicagdo, uma vez que o método
metagendmico é bastante sensivel na detecgéo de pequenas quantidades de material
genético na amostra. Entretanto, o fato de néo ter sido encontrada nenhuma coldnia
dos microrganismos de interesse pela abordagem baseada em cultivo, a exceg¢ao da
amostra 22, em que foram encontradas colénias de Thrichoderma, apesar a alta
contaminagao por outros microrganismos, reforga a hipotese de que essas células néo
estavam viaveis nas amostras provenientes das multiplicagdes on farm.

Estudo realizado por Lana et al. (2019), em que foi avaliada a qualidade
microbiolégica de bioinseticidas produzidos on farm no estado de Goias, revelou 100%
de contaminagdo e baixa concentragdo ou auséncia do microrganismo alvo nas

amostras. Mesmo quando o microrganismo alvo foi encontrado, este ndo apresentava



58

o cristal proteico com propriedades bioinseticidas, portanto, incapaz de promover o
efeito desejado no controle de pragas. Isso indica que, mesmo encontrando o
microrganismo de interesse, este ndo estava apto a cumprir seu objetivo quando
utilizado no campo por nao ter a proteina chave com propriedade bioinseticida.

Em apenas quatro amostras ndo foram encontrados genes de
resisténcia a antibiéticos, enquanto que nas demais foi encontrado pelo menos um
gene. As amostras 7 e 22 foram as que mais apresentaram genes de resisténcia a
antimicrobianos, com 19 e 12 genes, respectivamente. Os microrganismos podem
apresentar resisténcia intrinseca a antimicrobianos quando ja possuem naturalmente
genes de resisténcia, mas também podem adquiri-la por mutagao ou por transferéncia
horizontal de genes (MUNITA e ARIAS, 2016). Por esta razdo, a multiplicacao de
bioinsumos on farm pode contribuir para a disseminagdo de microrganismos que
abrigam genes de resisténcia a antibidticos, o que traz riscos a saude publica. Além
disso, foram encontradas nas amostras bactérias multirresistentes, como o caso da
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa e espécies pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, microrganismos que tipicamente habitam o trato gastrointestinal
de insetos e animais (PAHO, 2017).

Na amostra 15 (Figura 4) os microrganismos potencialmente
patogénicos apresentaram abundéancia menor que 1%, embora os genes de quatro
potenciais patdégenos estivessem presentes: Bacillus cereus, Candida tropicalis,
Klebsiella pneumoniae e Leuconostoc lactis. Além disso, foram detectados nas
amostras genes de resisténcia aos antibidticos do grupo dos aminoglicosideos e
macrolideos (Figura 5; Apéndice D). A amostra 18, mesmo nao apresentando
microrganismos potencialmente patogénicos (Figura 4), apresentou um gene de
resisténcia a tetraciclina (Figura 5). Na amostra 15, mesmo os contaminantes nao
sendo considerados patdgenos prioritarios pela OMS, como o Bacillus cereus, foram
detectados genes de resisténcia a antibidticos, dentre eles resisténcia a tetraciclina
(FIEDLER et al., 2019). Esse aspecto também é negativo, pois mesmo o
microrganismo apresentando menor potencial patogénico, pode manter e transferir
genes de resisténcia a antibidticos para microrganismos com maior patogenicidade
por transferéncia horizontal (ASLAM et al., 2018; MUNITA e ARIAS, 2016). Fato
semelhante ocorreu com a amostra 18, a qual apresentou apenas microrganismos
utilizados em controle biolégico, BPCP e a bactéria fermentativa Lactococcus lactis

(Apéndice A), mas apresentou genes de resisténcia possivelmente adquiridos por
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transferéncia horizontal (MUNITA e ARIAS, 2016). Além disso, a bactéria Lactococcus
lactis, presente na amostra, € considerada um reservatério e fonte de genes de
resisténcia a antimicrobianos em alimentos (ALEXA et al., 2020). Desta forma, mesmo
em amostras ndo contaminadas por microrganismos patogénicos, como a amostra 18,
0S microrganismos presentes abrigavam genes de resisténcia a antimicrobianos,
constituindo um reservatério no ambiente destes genes que podem ser transferidos a
outros microrganismos.

Além da auséncia ou baixa concentragdo dos microrganismos alvo nas
amostras de bioinsumos produzidas on farm, o que os torna inadequados para
promover o efeito desejado, a disseminacdo desses contaminantes no ambiente de
produgdo pode ser prejudicial a saude humana e animal. Os resultados aqui
apresentados corroboram outros estudos que analisaram a qualidade microbiolégica
de bioinsumos produzidos on farm, como os obtidos por Bocatti et al. (2022), em que
cerca de 50% dos contaminantes encontrados nas amostras apresentam potencial
patogénico e 30% apresentaram genes adquiridos de resisténcia a antimicrobianos.
Por sua vez, Santos, Dinnas e Feitoza (2020) encontraram contaminagdes por
Salmonella em amostras de bioinseticidas produzidas on farm, indicando que a
producdo de bioinsumos exige condi¢des ideais de multiplicacdo para evitar as

contaminagdes e um controle de qualidade adequado.
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6 CONCLUSOES

As amostras provenientes da producédo de bioinsumos on farm e
analisadas com base em cultivo e pela abordagem metagenémica apresentaram altos
indices de contaminagcdo por microrganismos n&o alvo que abrigam genes de
resisténcia a antimicrobianos. Além da contaminacdo, a concentracido de
microrganismos alvo € baixa ou ausente na grande maioria dos casos, 0 que limita
seu uso para as finalidades a que se destinam. Apenas microrganismos do género
Bacillus foram detectados nas amostras da produgéo on farm, mas isto ndo garante
que era a espécie ou cepa desejada. Por exemplo, embora o género Pseudomonas
tenha sido encontrado em alta prevaléncia em uma das amostras da produgao on
farm, nao era pertencente a espécie alvo Pseudomonas fluorescens.

Entre as principais causas para a falta de crescimento adequado dos
microrganismos alvo nas multiplicagbes on farm estdo, além do alto indice de
contaminagao por outros microrganismos, o pH e a salinidade inadequados.

A produgao de bioinsumos on farm sem adequado controle de
qualidade, além do descrédito quanto a capacidade de promover efeito desejado
sobre o biocontrole ou promocéao do crescimento de plantas, pode colocar em risco a
saude humana e animal pelo fato de os microrganismos contaminantes, em varios
casos apresentarem potencial patogénico, também abrigarem genes de resisténcia a
agentes antimicrobianos que podem ser transferidos para outros microrganismos,

disseminando genes de resisténcia no ambiente.
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APENDICE A

Frequéncia relativa do DNA de microrganismos presentes nas amostras provenientes da producao on farm (1 a 22) e o controle
positivo (C), apresentadas por espécie. Os respectivos grupos funcionais como geralmente s&o reconhecidos os microrganismos:
fermentativas, controle biologico, probidticos, biorremediagédo ou biodegradacéo, vida livre, BPCP, patogénicas e fitopatogénicas, as

que n&o foram encontradas informagdes (Sem informag&o) e outros microrganismos.



Microrganismos

Referéncia

Acetobacter fabarum Fermentativa MOENS et al. , 2014 - 1,205 - 1,365 -
Acetobacter lovaniensis Fermentativa WUetal., 2021 18,171 - - -
Acetobacter okinawensis Fermentativa LINO et al., 2012 - - 0,839
Acetobacter orientalis Fermentativa PARTE et al., 2020 - 2,941 -
Acetobacter papayae Fermentativa LINOetal., 2012 - - 17,722 - - - - - - - - -
Acetobacter peroxydans BPCP PEDRAZA, 2016 0,026 - - 0,037 0,062 0,026 0,002 | 90,267 | 17,011 | 95701 0,030 1,291
Acetobacter
suratthaniensis Fermentativa PARTE et al ., 2020 - 0,003 -
Achromobacter
aegrifaciens Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,835 0,005 -
Achromobacter insolitus Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,022 - -
Achromobacter insuavis Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,035
Achromobacter ruhlandii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,003 - -
Achromobacter
xylosoxidans Patogénica BARTLETT et al ., 2023 - 0,031 - 8,694
Acidocella aromatica Metabolizagéo de Compostos (*Outros) JONES et al., 2013 1,145 - - -
Acidovorax caeni Vida livre HEYLEN et al ., 2008 - - - - 0,066 - - - -
Acinetobacter baumannii Patogénica BARTLETT et al ., 2023 6,069 0,164 | 29,082 - 39,854 0,111 0,229 0,022 -
Acinetobacter bereziniae Patogénica BARTLETT et al ., 2023 - - - 0,398 | 0,078 0,164 0,516 -
Acinetobacter gerneri Biorremediag&o ou Biodegradagao HOWARD et al., 2012 - 0,945 - - -
Acinetobacter indicus Tratamento de Esgoto (*Outros) KE et al ., 2022 0,421 - - - - - - - -
Acinetobacter johnsonii Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 2,658 | 1,066 | 0,098 - 2,331 - 0,043 1,505
Acinetobacter Iwoffii Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,537 - - - - - - - -
Acinetobacter
nosocomialis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,005 - - -
Acinetobacter pittii Patogénica BARTLETT et al ., 2023 - 1,514
Acinetobacter
radioresistens Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,002 - 0,015
Acinetobacter rudis Solubilizadora de fosfato (*Outros) CHINMAY et al ., 2023 - - - 0,454 -
Acinetobacter schindleri Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,389 20,769 0,056 0,027 - -
Acinetobacter
sichuanensis Vida livre QINetal., 2018 0,353 - - - -
Acinetobacter soli Vida livre VISCA et al., 2011 - 0,071 - 0,209 -
Acinetobacter sp ANC
4204 Sem informagéo Sem informagéo 0,155 - -
Acinetobacter sp CFCC
10889 Patogénica BARTLETT et al., 2023 1,342 - -
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Acinetobacter sp
WCHAC010034 Sem informagéo Sem informagéo 0,016 -
Acinetobacter tandoii | Tratamento de Aguas Residuais (*Outros) | OUYANGetal., 2020 - 0,356 - -
Acinetobacter ursingi Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - 40,093 | 23685
Acingtobacter variabilis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,126 - -
Acinetobacter venetianus Biorremediagéo ou Biodegradagdo FONDI et al., 2016 - 0,088 | 0164 -
Actinomadura hallensis Biorremediagéo ou Biodegradagédo HAUGWITZ et al., 2022 - 0,677
Actinomyces
polynesiensis Microbiota humana (*Outros) CIMMINO ¢t al., 2016 0,327 -
Aeromicrobium terrae Redutora de nitrato (*Outros) LINetal., 2021 - 8,347 -
Aeromonas caviae Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,006 - 0,087
Aeromonas dhakensis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,013 - 0,013
Aeromonas hyarophila Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - 0,521
Agrobacterium sp AGBO1 Sem informagéo Sem informagéo 0,056 | 0,006 -
Agrobacterium
tumefaciens Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,068 | 0,085
Aliarcobacter butzleri Patogénica BARTLETT et al., 2023 4,308 - -
Altererythrobacter segetis Sem informagéo Sem informagéo 0,614
Altererythrobacter sp C41 Sem informagéo Sem informagéo 0,956
Anaerotignum
propionicum Produtora de Propionato (*Outros) BAUR e DURRE, 2023 - 0,064 0,009
Aneurinibacillus sp XH2 Produtora biopléstico (*Outros) Xletal., 2016 0,018 - - - - -
Atlantibacter hermannii Patogénica BARTLETT et al ., 2023 . 0,070 | 0,088 0,036 0639 | 0228
Azospira oryzae Biorremediagdo ou Biodegradagdo | HUTCHISON et al., 2013| - - - 0,068 0,258 - -
Azospirillum brasilense BPCP PEDRAZA etal, 2020 | 41,832 0,103 - 0,790 - - - - - -
Bacillus cereus Patogénica BARTLETT efal., 2023 | - - 1,660 - 0,113 0051 | 2480 | 234 0860 | 0,050
STADERMANN et al.,
Bacillus glycinifermentans Probidtico 2017 1,370
Bacillus licheniformis Controle Bioldgico MURAS et al., 2021 0,297
Bacillus paralicheniformis Controle Bioldgico DUNLAP ¢t al., 2015 0,016 0,907
DOBRZYNSKI et al .,
Bacillus pumilus Controle Bioldgico 2023 6,299 -
Bacillus smithii Converséo de Biomassa (*Outros) RICCl et al., 2017 - 0,802 - -
Bacillus subtilis BPCP KAl ef al., 2020 0,134 - - - 4,481 9,547
Bacillus velezensis BPCP FANetal., 2018 - 0,002 0,255 0,172 -
bacterium MS4 Sem informagéo Sem informagéo 0,005
Bacteroidaceae bacterium Patogénica PATRICK, 2024 19,027 0,218
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Bacteroides
graminisolvens Degradacéo da Palha de Miho (*Outros) | WANG et al., 2021 - 1,039 5234 | 3664
Bacteroides luti Decompositor (*Outros) HATAMOTO et al., 2014 0,026 - -
Bacteroides
reticulotermitis Endossimbionte de insetos (*Outros) | SAKAMOTO et al., 2013 1,261 | 1,303 -
Bordetella genomosp 7 Patogénica BRIDEL etal, 2022 - 0,568
Boraetella trematum Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,748 -
Bradyrhizobium
diazoefficiens BPCP ALASWAD et al., 2019 | 0,609 | 0,012 | 0468
Bradyrhizobium
japonicum BPCP LEGGETT et al., 2017 - 0,059
Brevibacillus borstelensis Biorremediagéo ou Biodegradagédo KHALIL et al, 2018 0,631 -
Brevibacillus parabrevis Patogénica PARTE et al., 2023 - 0,027
Brevundimonas diminuta Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,956
Brevundimonas
nagjangsanensis Vida livre PARTE et al., 2023 0,270 - -
Brevundimonas nasdae |  Oxidagéo e Redugo de Mg (*Outros) | CERRATOetal., 2010 - 029 | 023%
Brucella intermedia Biorremediag&o ou Biodegradagéo SHAZMIN et al., 2023 0,062
Burkholderia cenocepacia Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,006
Burkholderia cepacia Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,358 -
Burkholderia
vietnamiensis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 12,035
Burkholderiaceae
bacterium PBA Seminformagéo Sem informagéo 0,071 0,188
Caldibacillus
thermoamylovorans Fermentativa YUE etal., 2021 0,636 51,501 0,228
BLANCO-BLANCO ¢t al.,
Candida orthopsilosis Patogénica 2014 3,306
Candida tropicalis Patogénica ZUZA-ALVES et al., 2017 0051 | 0823 14,528 0080 | 0076 19,691 | 88,509
Candlidatus
Nitrosocosmicus sp S Tolerante a Amdnia (*Outros) LIUetal., 2021 7,176
Candldatus
Symbiopectobacterium sp
North America Endossimbionte de insetos (*Qutros) VALLINO et al ., 2021 0,031
Chryseobacterium
artocarpi Produtora de Pigmento (*Outros) ARULDASS et al., 2016 0,067
Chryseobacterium
bernardetii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,078
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Citrobacter braakii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0418 | 0,008 - - - -
Citrobacter freundi Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,678 | 13,315 1806 | 0,114 0,166 0,517
Citrobacter sedlakii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,690 - - - -
Citrobacter sp RHBSTW
00671 Seminformagéo Seminformago 0,203 | 0,091
Citrobacter telavivensis Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,004 -
Cloacibacterium caeni Vida ivre CHUNetal., 2017 - | 4405
Cloacibacterium rupense Associagéo a Gastite (*Outros) HANet al., 2019 0,001 -
Clostridiales bacterium
oral taxon 876 Sem informagéo Seminformago 0,039 - - -
Clostridium acidisoli Fermentativa KUHNER et al ., 2000 -] 16,108 3676 | 0,013 - -
Clostridium bejerinckii Controle Bioldgico BEHERA et al,, 2021 - 0873 | 2347 0984 | 1302
Clostridium
carboxidivorans Biocombustivel (*Outros) SCHNEIDER et al., 2021 0,017
Clostrilium drakei Produg3o de Alcool (*Outros) LIOUet al., 2005 - 0,098
Clostridium intestinale Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,116 -
ZINGANSHINA et al.,
Clostricium jeddahense Biorremediagdo ou Biodegradagéo 2020 0,157 0,450
Clostridium
saccharobutylicum Produgéio de Alcool (*Outros) KEIS et al., 2001 9190 | 0,044
Clostridium sp BL 8 Patogénica MARATHE ef al ., 2014 0,486
Clostridium sp CT7 Producéo de Butanal (*Qutros) XINetal., 2017 7438
KAMALASKAR et al .,
Clostridium sp DMHC 10 Produtora Hidrogénio (*Outros) 2010 0,008 0,152
Clostridium sp JN 9 Sem informagéo Sem informagéo 0,050 -
Clostridium
sporosphaeroides Produtoras de Hidrogénio (*Outros) ALOUetal., 2018 0,036
Clostridium thermarum Degradagéo de Amido (*Qutros) LIUetal., 2020 0,082 - - - - -
Comamonas aquatica Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,59 1922 | 1818 559 | 1493
Comamonas jiangauensis Vida ivre SUNetal., 2013 - 0,002
Comamonas kerstersii Patogénica BARTLETT et al., 2023 7,687 - - -
Comamonas SGB38590 Seminformagéo Seminformago - 0007 | 0016
Comamonas SGB88312 Seminformago Seminformago - - 0,017 -
Comamonas terrae Biorremediagdo ou Biodegradagdo | CHITPIROM et al., 2012 0,034 | 669 - -
Comamonas terrigena Biorremediagdo ou Biodegradacdo | ZAMOCKY ef ., 2001 - . 2552 | 0597
Comamonas testosteroni | Biorremediagéo ou Biodegradacéo WUetal., 2022 - 0501 | 0158
Comamonas thiooxydans Vida ivre NARAYAN et al., 2012 0,397 6262 | 2130 -
Cronobacter sakazakii Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - - - 24,513
Cutibacterium acnes Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,39 | 0,024 - - -
Delftia acidovorans Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - 025 | 0383
Desemzia incerta Degradagéo do Lodo (*Outros) ZAINUDIN et al., 2017 0,071 - -
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Desulfovibrio
desulfuricans Patogénica BARTLETT et al., 2023 1,448
Desulfovibrio sp DS 1 Sem informagéo Sem informagéo . 0,033 0,001
Dialister hominis Microbiota humana (*Outros) SAKAMOTO et al,, 2020 2,214 - -
Dysgonomonas
capnocytophagoides Patogénica BARTLETT et al., 2023 25,051 | 0013 3850 | 0092
Dysgonomonas gadei Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 2,930 | 0,349 -
Dysgonomonas mossii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,060 -1 02% 0,308
Dysgonomonas sp BGC7 | Endossimbionte de insefos (*Outros) | BRIDGES et al., 2021 0,054 | 0130 0,69
Empedobacter falsenii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0302 | 0517
Empedobacter tilapiae Microbiota de fil4pia (*Outros) KiMet al., 2019 0,013
Enterobacter ashuriae Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,080 0,012 0091 | 0789 9,081
Enterobacter bugandensis Patogénica BARTLETT ef al., 2023 1,199 . 0,014
Enterobacter cloacae Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 1,181 - - - 0,174
Enterobacter hormaechei Patogénica BARTLETT et al., 2023 3,690 0,030 0,032 0,118 -
Enterobacter ludwigii Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - 0217 -
Enterobacter mori Fitopatogénica ZHANG et al ., 2021 0,855
Enterobacter
roggenkampi Patogénica BARTLETT et ., 2023 0,504 0,071 051 | 0219 0,02 0,047
Degradagéo da lignina e da melancidina
Enterobacter wuhouensis (*Qutros) THATOI ef al.,, 2023 - - 0,048
Enterococcus avium Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0215 0,04
Enterococcus
casseliflavus Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,019 1,351 0,032
Enterococcus columbag Microbiota humana (*Outros) DOLKA et al., 2020 0,002 - - - - -
Enterococcus fagcalis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 1,952 - - 7491 49,882 - 0,004
Enterococcus fagcium Patogénica BARTLETT et al., 2023 6,073 0088 | - 0,033 87,39 0,088
Enterococcus gallinarum Patogénica BARTLETT et al., 2023 3,564 -1 0010 - - -
Enterococcus hirae Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,045 -
Enterococcus ftalicus Fermentafiva FORNASAR ¢t dl., 2008 - 01
Enterococcus
mediterraneensis Probidtico AHVED et al., 2021 0431
Enterococcus mundti Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,401 - -
Enterococcus sp CUID Sem informagéo Sem informagéo - 0317 | 0017 - - -
Escherichia coli Patogénica BARTLETT et al., 2023 . 0972 1213 | 1,692 0,004 1,131 0,21
Eubacterium callanderi Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,003 - - - -
Faecalicatena conforta Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,005 0,004
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Flavobacterium
lindanitolerans Vida lire TASHKANDY et al., 2016 0,903
Flavobacterium
suncheonense Vida five TASHKANDY et al., 2016 - 0,004
(GB24255 SGB36068 Sem informacéo Sem informagéo 0,002 - -
(GGB27076 SGB39265 Sem informagéo Sem informagéo - 0467 | 0,004
(GGB27077 SGB39286 Sem informagéo Seminformagéo 0,084 -
(GGB33537 SGB4G614 Sem informacéo Sem informagéo - - 0,011
(GGB57973 SGB79593 Sem informagéo Sem informagéo 0,125
Gluconacetobacter SITLAOTHAWORM et
dulcium BPCP al., 2023 0,948 -
Gulbenkiania indica (*Outros) KUMAR et al ., 2018 - 0,003 -
Hephaestia caeni Biorremediagéo ou Biodegradagdo FELFOLDI et al., 2020 - 0,710
SCHOLTEN-
KOERSELMAN et .,
Hungatella xylanolytica Producéo de Biogas (*Qutros) 1986 0,006
Hydrogenoanaerobacteriu
m saccharovorans Fermentativa SONG et al., 2009 0,041
Hyphomicrobiales
bacterium Vida livre XUetal., 2021 0,025 0,041 1,09 | 0,852
Janthinobacterium lividum Vida livre XiAetal., 2021 14,013 -
Kerstersia gyiorum Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,02 0,232 -
Klebsiella grimontii Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - 0,005
Klebsiella michiganensis BPCP MLTRA et al., 2018 0939 | 0,065 0,464
Klebsiella oxytoca Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - 0,029
Klebsiella pneumoniae Patogénica BARTLETT et al., 2023 1176 | - 1387 | - 0,012 | 0,018 - 0008 | 8075 - -
Klebsiella variicola Patogénica BARTLETT et al ., 2023 7,554 1,758 0,007 - - 1,610 0,436
Kluyvera ascorbata Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - 1,768 - -
Kluyvera intermedia BPCP BOECHAT et al., 2020 1,02 0,249 0,136
QUINTAS-NUNES et al .,
Kosakonia radlcincitans BPCP 2022 1,324 0,003
Kosakonia sacchari BPCP MHUetal., 2013 0,255
Kurthia sp 381D Sem informagéo Seminformacéo 0,082
Lachnospiraceae
bacterium Flora Intestinal (*Qutros) MEEHAN et al ., 2014 0,003
Lacticaseibacillus
chiayiensis Probiético KANG et ., 2023 0,144
Lacticaseibacillus
manihotivorans Probidtico VALE etal, 2023 0,084 1,049
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Lacticaseibacillus
pantheris Fermentafiva WUetal., 2022 1,762 0,085
Lacticaseibacillus TORRES-MIRANDA e
paracasei Probidtico al., 2022 0,188 | 0359 5,229 1471 0999 | 02384
Lacticaseibacillus TORRES-MIRANDA ¢t
rhamnosus Probiotico al., 2022 0,300
Lacticaseibacillus
suibinensis Fermentativa LONGetal., 2020 0,010
Lacticaseibacillus
suilingensis Fermentativa KiMet al., 2021 0,35 -
Lacticaseibacillus zeae Fermentativa KiMet al., 2021 - 0,29
Lactiplantibacillus
mudanjiangensis Fermentativa ZHENG et al ., 2020 0,034
Lactiplantibacillus
plantarum Probidtico VALE et al., 2023 5101 2,555 1,662 50,572 1510 | 27,019 6,749
Lactobacillus
acefofolerans Fermentativa ENDOet al., 2014 91,530
KUMAR e SALMINEN,
Lactobacillus amylovorus Probidtico 2015 . - 0,017
Lactococcus hircilactis Fermentativa TIDONA et al., 2018 10,965 1,022 -
Lactococcus factis Fermentativa TIDONA et al., 2018 2,807 2,015 | 0,049 | 0047 0,580 6,552 | 0842 | 2473% | 21978 4268 | 17129 | 08% | 0,007
Leclercia adecarboxylata Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,401 0,021 0,180
Lentilactobacillus
buchneri Fermentativa DROUIN et al ., 2021 2520 0,012
Lentilactobacillus hilgardi Fermentativa DROUIN et al., 2021 29,016
Lentilactobacillus
parafarraginis Fermentativa PENLAND et al., 2021 48,857 4474
Lentilactobacillus raoultii Vida livre NICASE! et al., 2019 . - - 0,048 - -
Leuconostoc citreum Fermentativa KiMet al., 2008 0,499 0213 | 0044 | 2754 | 0,039
CHAROENWONGPAIBO
Leuconostoc holzapfeli Fermentativa ONetal., 2021 0,468 - 3,017 -
Leuconostoc factis Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 3152 1,357 0,853
Leuconostoc
pseudomesenteroides Fermentativa PANetal., 2022 3,967 | 1,052 - 0,49 0,358 0,133 60,603
Leuconostoc SGB48612 Sem informagéo Sem informagéo - - 96,848 19,688 0,603 -
Leuconostoc suionicum Fermentativa JEONetal., 2017 - - 1,038 - - - -
Levilactobacillus brevis Probidtico VALE et al ., 2023 0,194 1,507 - 2074 6,599 0,023
Limosilactobacillus
fermentum Fermentativa VALE et al., 2023 1,668 0,933 4,09
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Liquorilactobacillus hordei Fermentativa Di CAGNO et ., 2021 0429 | 0763 0,172
Liquorilactobacillus nagefi Fermentafiva YETIMAN et al , 2023 0,257 51,929 | 11,003 0,960
Liquorilactobacillus
satsumensis Fermentativa TANetal., 2022 0,848
ALMEIDA & MARTINIS,

Liquorilactobacillus vini Fermentafiva 2021 - 0,019
Luteimonas lumbrici Microbiota de verme (*Qutros) CHAetal., 2020 1,241 -
Luteimonas mephitis Desnitrificagéo (*Outros) FINKMANN et al ., 2000 2,932

Lysinibacillus
boronitolerans Tolerante a Boro (*Outros) AHVED et al ., 2007 0,311 -
Lysobacter lycopersici Controle Bioldgico EXPOSITO et ., 2015 - 0,631
Macelibacteroides
fermentans Tratamento de Aquas Residuais (*Outros) |  GOUD et al., 2017 0,026 | 11,91 28,444 | 14,083
Marinilactibacillus
piezotolerans Vida lire TOFFIN et al., 2005 - 0,015
Megasphaera cerevisiae Degragacéo da Cerveja (*Outros) HAIKARA e al ., 2006 0,406
Megasphaera paucivorans Fermentativa JUVONEM et ., 2006 - 1,216 1,508
Megasphaera sp NM10 Microbiota humana (*Qutros) SHETTY et al ., 2013 0193 | - -
Mesorhizobium composti Fixagéo Biologica (*Qutros) LINetal., 2019 - 0,376
Mesosutterella
muttiformis Microbiota humana (*Qutros) SAKAMOTO et al., 2018 0,09 -
Microbacterium sp RG1 Biorremediagdo ou Biodegradagéo QNetal., 2017 - 0,011 -
Microbispora rosea Controle Bioldgico NINGSIH et al., 2021 - 11,941
Microvirgula
aerodenitrificans Patogénica BARTLETT et al., 2023 3645 | 0711
SALAZAR-RAMIREZ et
Mixta gaviniae BPCP al., 2023 - - 0,014
Morganella morganii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,085 0,116
Mycolicibacterium
Smegmatis Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - 4,15
Neobacillus paridis Redugéo de nifrato (*Outros) ZHAN et al., 2022 0,118 0,026
Niallia circulans Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,034
Novispirillum itersonii Biorremediagdo ou Biodegradagdo | NISENBAUM et al ., 2020 0,009
Novosphingobium
nitrogenifigens BPCP SMITet al., 2012 0,541
Novosphingobium
panipatense Biorremediacéo ou Biodegradagdo | CHETTRI e SINGH, 2029 0,042




114

Novosphingobium sp KA1 Biorremediag&o ou Biodegradagéo SATOet al., 2023 - 0,013
Olsenella sp AF16 14LB Seminformagéo Sem informagédo 0,228 - -
Paenibacillus barengoltzii |  Aplicagdes Biotecnoldgicas (*Qutros) CASTILLO et al., 2018 0,111 0,253
Pagnibacillus CALVO-GARRIDO et al .,
ginsengihumi Controle Biolégico 2019 0,299
Paenibacillus sp oral
taxon 786 Vida livre OLIVEIRA et al., 2021 0,203 1,326
Paenochrobactrum
gallinarii Sem informagéo Sem informagéo 0,006 -
Pandoraea communis Patogénica PEETERS ¢t al ., 2019 - 0,027
Pantoea anthophila Fitopatogénica HE et al., 2023 - - 0,013 -
Pantoea cypripedii Solubilizadora de fosfato (*Qutros) SINGHet al., 2014 0009 | 0018 -
Pantoea dispersa Patogénica BARTLETT et al ., 2023 - 0,204
Paraburkholderia tropica BPCP KURAMAE et al., 2020 0,357 - -
Paracandidimonas soli Vida livre KAMPFER et al ., 2017 - 0,044 -
Parafilimonas terrae Sem informagéo Sem informagéo - 2571
Parapusillimonas granuli Vida lire PARTE et al., 2020 0,021 -
Paucilactobacillus PINILLOS-MINANO et
vaccinostercus Fermentativa al,, 2022 - 0,950 0,001
Pectinatus frisingensis Degragacéo da Cerveja (*Outros) KRAMER et al., 2020 21,609 -
Pediococcus pentosaceus Fermentativa JIANG et al ., 2021 0,010
Phytobacter
diazotrophicus BPCP/ Patogénica KUBOTA et al., 2023 2,734 0,627 - 0214 | 0187 0,071 0,003 0,731
Pigmentiphaga sp D 2 Biorremediag&o ou Biodegradagdo YANGetal., 2013 - - - - 0,023 - - - - -
Prevotella herbatica Decompositor (*Outros) UEKI etal., 2022 0,041 5,589
Prevotella oryzae Fermentativa SAKAMQOTO et al ., 2012 . 0,107
Prevotella paludivivens Decompositor (*Outros) UEKI et al., 2007 0,646 0,343 . . . . . B
Priestia megaterium BPCP SHARMA et al ., 2022 0,002 - - 0025 | 0241 | 68815 | 14623 | 0452 0,267
Proteus terrae Vida livre BEHRENDT et al., 2015 . . 0,101 - - - - - -
Providencia stuartii Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,636 -
Pseudochrobactrum
algeriensis Patogénica PEREIRA et al., 2023 0090 | 0050
Pseudomonas aeruginosa Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,120 0,120 | 1433 0,184 0,795
Pseudomonas
anuradhapurensis Sem informagéo Sem informagéo 2133 - - -
Pseudomonas asiatica Patogénica BARTLETT et al., 2023 . 0,771 0,179 0,006
Pseudomonas GISLASON e KIEVIT,
brassicacearum BPCP / Controle biolégico 2020 4,188
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GIACOMUCCI et al.,

Pseudomonas citronellolis | Biorremediagéo ou Biodegradacéo 2019 0,131
Pseudomonas
quangdongensis Vida fivee YANG et al., 2013 1,160
Pseudomonas
Quariconensis BPCP PATEL et al., 2015 0,363
BARATI-DEAK e BELAK,
Pseudomonas lundensis Controle bioldgico 2021 2,568
Pseudomonas mendocina Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,232 -
Pseudomonas monteilii Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 0,037
Pseudomonas
nitroreducens BPCP TRINHet al., 2018 - 0341 | 0616
Pseudomonas ofitidlis Patogénica BARTLETT et al., 2023 - 2,260 - - -
Pseudomonas putida Patogénica BARTLETT et al ., 2023 0,206 - 23482 | 0,343 0,009
Pseudomonas SGB12322 Sem informagéo Sem informagéo - 0178 | 0017 -
Pseudomonas soli Produtora de xantolisina (*Outros) PASCUAL et al., 2014 - 1,856
Pseudomonas stutzeri Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,782 -
Pseudomonas
thermotolerans Tolerante a Aftas Temperaturas (*Oufros) | MANAIA et al., 2002 0,573
NUNEZ-MONTERO et al.,
Rahnella inusitata Uso industrial (*Outros) 201 - 0,110 - -
Raoultella orithinolytica Patogénica BARTLETT et al., 2023 17,723 1,069 | 0,0% 0,020
Raoultella terrigena Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,015
CHAUDHARY et .,
Rhizobium pusense BPCP 2021 - 0286 | 0119
Rhizobium tropici BPCP FUKAMI et al., 2017 | 47,072 - -
Rhodanobacter
lindaniclasticus Biorremediagdo ou Biodegradagéo NALIN et al., 2019 8,790
Ruminococcaceae
bacterium BL 4 Fermentativa WANG et al., 201 0,008
Saccharomonospora
glauca Afividade Antimicrobiana (*Qutros) HALKET et al., 2020 3,647
Saccharomonospora
viridlis Patogénica BARTLETT et al ., 2023 20,511
Saccharopolyspora
rectivirgula Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,680
Schleiferilactobacillus
harbinensis Fermentativa ZHENG et al., 2020 0,008 1,756 8,300
Schleiferilactobacillus
perolens Probiético BERARDO et al ., 2022 0,009 0,071 -
Serratia grimesii Patogénica BOZHOKINA et ., 2020 - - 0,001
Serratia liguefaciens Patogénica BARTLETT et al., 2023 0,025
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Sphingobacterium
limentarium Fer i SCHMIDT et al ., 2012 - - - - - - - . 3,673 N - - - - - - - - R - - - .
Sphingobacterium puteale Vida livre PARTE et al ., 2020 - - - - - - - - 0,676 - - - - - - - - - - - R R -
Sphingobacterium
SGB36186 Sem informagéo Sem informagéo - - - - - - - - - - 0,075 0,117 - - - - - - - - - - -
Sphingobacterium
SGB36192 Sem informagao Sem informagao - - - - - - - - 0,907 - - - - - - - - - . . . - .
Sphingobacterium
siyangense Biorremediagéo ou Biodegradagéo VERMA et al., 2020 - - - - - - - - - - - 0,020 - - - - - - B R R R R
Sphingobacterium sp T2 Vida lire PARTE et al., 2020 - 41,781 - 0,051 | 14,931 - - - - - - - - - - - R R B R R R R
Sphingobacterium
tabacisoli Controle Bioldgico SAVANI et al., 2020 - - - - - - - - - - 0430 | 0184 - - - - - - - - - - -
Sphingobacterium RAJABAIRAVI et al .,
thalpophilum Controle Bioldgico 2017 - - - - 0,095 - - - - - - - - - - - B - . - - - -
Sphingopyxis
panaciterrulae Sem informag&o Sem informagéo - - - - - - - - - - - - 1,127 - - - - - - - - - -
Sphingopyxis sp 113P3 Biorremediag&o ou Biodegradagéo OHTSUBO et al., 2015 - - - - - - - - - - - - 0,893 - R R R R B R R R R
Sphingopyxis sp GW247
27LB Sem informagéo Sem informagéo - - - - - - - - - - - - 0,734 - - - - - - - - - -
Stenotrophomonas
acidaminiphila Biorremediagéo ou Biodegradagéo ASSIH et al., 2002 - - - 0,007 | 6832 - - - 0,003 - - - - - - - - - - R R R R
Stenotrophomonas
maltophilia Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - - - - - 0,035 | 0,885 - 0,542 2,318 - - - - - - - - - - -
Streptococcus salivarius Patogénica BARTLETT et al ., 2023 - 0,014 - - - - - - - R R R R R R R R . R R R R
Streptomyces sp 7 21 Sem informagao Sem informagéo - - - - - - - - - - - - 1,064 - - - B B . B B B B
Succinispira mobilis Descarboxiladora de Succinato (*Outros) ZHANG et al., 2020 - - - - - - - - - - 0,101 - - - - - - B R R R R
Thermobifida fusca Biorremediag&o ou Biodegradagdo JIAetal., 2023 - - - - - - - - - - - - 7197 - - - - B B B B B B
Vagococcus fluvialis Patogénica BARTLETT et al., 2023 - - - - - - - 0,036 - - - - - - - - B B . . B B B
Weissella cibaria Fermentativa LAKRA et al ., 2020 - - - - - - - - - - - 0,178 - - - - - - - - - 2,557 -
Weissella minor Fermentativa BANCALAR I et al., 2020 - - - - - - - - - - - - - - . - - 1,486 . . B B B
Weissella
paramesenteroides Probidtico PABARI et al., 2020 - 0,004 - - - - - - - - - - - . - - - - . . . . .
Weizmannia coagulans Vida livre PARTE et al., 2020 - 0,115 - 12,597 - - - - - - - - - . - - B B . B B B B

Quantidade de leituras

lidas pelo programa (%) 44,51 5442 2942 6948 997 80,04 5325 88,84 69,96 76,64 47,12 88,18 97,95 45,22 80,94

*Qutros: grupo de microrganismos pouco encontrados nas amostras
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APENDICE B

Reads em cada programa utilizado para analise metagendmica (Bowtie2 e MetaphlAn). Em verde estdo representados os
microrganismos alvo, em vermelho os que apareceram em maior quantidade na amostra e em amarelo os de menor quantidade, por
fim o total de reads de cada programa. B= Bowtie2 e M= MethaphlAn. Contendo controle positivo (C) e as amostras provenientes de

producdes de bioinsumos on farm (1 a 22).



Microrganismos B
Acetobacter peroxydans

Acinetobacter baumanni
Acingtobacter ursingii

Agromonas cavia

B[ M B[ B [ M [ 8w
e
Pl Y I I I sa0e? | 1ranes| - | -

Azospirilum brasilense_| 47671
Bacillus cereus -
Bacillus lechenifomis - -
Bacillus pumilus | 91329 | 14T [ - - -
Bacills subtilis - B I O A
Bacillus thuringiensi - - - -

- - - - |- [ 202642 | 662654 | 324511 | 914223
1441479 | 3516 0 10571 [ 1865 | - - | %0674 | 4904 | - - -

| 0

b

- - - - - | 229065 | 400887
Bacillus velezensis - - . . - . . . . .

Beauvera bassiana - . - - - . . . . -

Bradyrhizobium
diazoefficiens 20667 | 27240 | 542 | 2364 | 12846 | 0 - - -

Bradyrhizobium

Japonicum - - 3% 0 8016
Caldibacillus

M03 | 56 [ 2252461 | 5199948
619 | 0

107756 | 2400037

- - - | 19
17683 | 4845 | - - - -
ol 0

-1 -1 -Twn
- - - Ten[ o [me[o0] -] -[®][o
w|mw]| -] -] -] -]-

1) 259

255621 | 576296

- - - - - [T | 0
1026 | 5025 | 7984 | - - -

Candida tropicalis
Clostridium bejerinck

892408 | 2689306

- - - - - - 808
Comamonas jiangduensis| - - - - . N . N | s | s
Enterococcus columbae | - - 5836 | 189 . . . . . . . . . . . .
Enterococcus fagcalls | - - . . . . . . . . . . B
Enterococcus faecium - - - . . - . . . . .

Gubbenkiania indica - - - - 86 | % - . . . . . . . -

Hyphomicrobiales

bacterium - - - - 39 | 33 - - - - -
Klebsiella grimontii - - - - - - - - - - 530 | 5
Kosakonia radicincitans | - - - - - - - - -
Lachnospiraceae

bacterium - - . . . 15 207
Lactiplantibacillus
Plantarum - - - - - - - - - . . . . . . . L |1 301845
Lactobacillus -
acefofolerans - - - - - - - - . - . . . .
Lactobacillus acidophilus - - - - . . . . . . . . B B
Lactobacillus casei - - - - - - - - . . . . .

Lentilactobacillis

buchneri - - -

160397 | 287114

- - - - [ 1302004 | 3248154 5| 18
1115499 | 3153291| - - - - . .

121743 | 675

- - [ 2810
900170 2032034 | -

320079 | 837906

47
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Lentilactobacillus

313377 | 625143 | - - - - -
Leuconostoc lactis - - - - - - - - - - - - - - - - - - | M51] 86 - - -
Leuconostoc —

Leuconostoc SGB4612
Liguorilactobacillus
nageli
Macellbacteroides
fermentans - - - - - - - - - - - - - - | 448530 | 1453721
Marinilactibacillus

187752 | 401920

1220 | 154 - .
- - 1953 | 201

composti| -
Paucilactobacillus
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - 388 | %

Pectinatus frisingensis - - - - 57054 | 163964 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Priestia anabhattal | - - B - - B - B B B - B - B - B - - (w0 - - [ [ 0 - B B B - B B - ] o . - - [ o B .
Prigstia megaterium - - - - 4 0 - - - - - - - - - - - - - |- - - - - 07 0 - - - - | 2004072 | 6629604 - - | 14208 | 3783 | - - - - - - | 11549 | 22057
f asiatica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5056 | 455 - - - - - - - - - - - -
Pseudomonas

673200 | 133596 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . .
Pseudomonas
fluorescens - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 9102 0 i 0 . . . . . B R R . R . R . R . R 420t 0
Rhizobium tropici | 596807 [ 1501901 - . B . B B
Saccharomonospora
vidls S : : : - S S . : - |- - |- S R N N N B IR 170

Saccharomyces
oerevisiae - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . 147 0

6555 | M

Seratia grimesi
265 0

I umspT2| - - | 829550 | 2550883 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . .
Trichoderma harzianum | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - . B B B B B B
Total de reads 3067029 5980548 8561021 16320161 3151361 6104435 2087761 5732980 3235081 6282162 2956783 5117930 1134199 2075060 3267615 6345805 3151361 4538133 14573 24815 1609173 3177330 3155331 6189086 2503532 4967025 4732305 9162466 239781 4567461 3757606 7334697 2656196 5015341 4233166 8261066 3519848 6863440 4125404 7685202 3288474 6439947 4484258 8689251 4869079 9265037
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APENDICE C

Resultados dos dados pelos softwares Metaphlan e Bowtie2 contendo os microrganismos alvos e os de maior € menor abundancia
nas amostras. O resultado do MetaphlAn aparece primeiro, seguido dos resultados do Bowtie2 entre parénteses para cada amostra,
com as respectivas abundancias relativas. Ambas as porcentagens sdo de acordo com a quantidade de reads obtidos. Em verde
tem-se os microrganismos alvo, em vermelho os de maior abundancia e em amarelo os de menor abundancia. “C” representa o

controle positivo e os numeros “1 a 22" as amostras provenientes de produgdes de bioinsumos on farm.

Mi i [ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 2

A

baumanni 29,08% (12,58%) 30,85% (23,69%)

ursingii 23,68% (12,59%) | 23,69% (10,28%)

0,002% (0,03%) 95,70% (33,69%)

1,29% (0,04%)

Aeromonas caviae 0,006% (0,07%)

brasilense | 41,83% (30.90%) | 0,00% (0,04%) | 0,10% (0,34%) 0,79% (1,04%) 90,27% (6399%)

Bacillus cereus 0,05% (0.47%) 0,05% (0,07%)

Bacillus lecheniformi 0,00% (0.02%)

Bacillus pumilus 6,30% (2,98%)

Bacilus subtilis 0,13% (0.09%) | 0.47%(0,00%) 0,00% (0,02%) | 0,00% (0,05%) | 0,00% (0,03%) 0,00% (0,00%) 4,48% (651%)

9,55% (5,10%)

Bacillus thuringiensi 0,00% (0,15%) | 0,00% (0,25%) 0,00% (0,03%)

Bacillus velezensis 0,01% (0,07%)

Beauveria bassiana 0,00% (0,15%)

Bradyrhizobium
japonicum 0,00% (0,04%) | 0,00% (0,25%) | 0,59% (0.17%)

Bradyrhizobium

061% (0,71%) | 0.01% (0,06%) | 0,00% (041%)

Caldibacillus
51,50% (29,87%)

Candida tropicalis

88.51% (3.29%)

Comamonas
ji i 0,002% (0,03%)

Clostridium beijerinck 0,98% (2,04%)

columbae 0,002% (0,07%)

faecalis 49,88% (31,56%)

0,004% (0,02%)

Enterococcus faecium 87,39% (26,35%)

ia indica 0,002% (0,03%)

Hyphomicrobiales
bacterium 0,024% (0,01%)

Kosakonia radicinci 0,003% (0,18%)

Klebsiella grimontii 0,004% (2,95%)

Lachnospiraceae
bacterium 0,002% (0,00%)

Lactobacillus
91,53% (6,07%)
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Lactobacillus

0,00% (0,11%)

L illus casei

0,00% (0,08%)

Lactiplantibacillus
plantarum

50,57% (19,02%)

27,02% (12,52%)

Lentilactobacillus
buchneri

0,012% (0,15%)

Lentilactobacillus

48,86% (27,63%)

L lactis

315% (7.9%)

Leuconostoc

60,60% (12,68%)

[ $GB48612

96,85%

Liquorilactobacillus
nagelii

14,00% (6.35%)

Macellibacteroides

28,44% (13,73%)

Marinilactibacillus

0015% (0.11%)

Mesorhizobium
composti

0,38% (0,08%)

Paucilactobacillus

0,001% (0,13%)

Pectinatus frisi

21,61% (1,81%)

Priestia aryabhattai

0,00% (2,08%)

0,00% (0,02%)

0,00% (1,08%)

0,00% (0,01%)

Prigstia

0,00% (0.00%)

0.00% (0.01%)

68,82% (59,19%)

0,45% (0,34%)

0,27% (0,26%)

F asiatica

0,006% (0,11%)

Pseudomonas

419% (21.91%)

Pseudomonas

0,00% (3,89%)

0,00% (0,13%)

0.00% (0,57%)

tropici

47,07% (19.46%)

Saccharomonospora
viridis

251% (0,17%)

Saccharomyces
cerevisiae

0,00% 0,01%

Serratia grimesii

0,001% (0,26%)

spT2

4,78% (969%)

Trichoderma harzianum

0,00% (0,01%)
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Genes de Resisténcia a antibidticos encontrados nas amostras (1 a 22) e os respectivos genes de resisténcia extrinsecos, com base
nos fatores de resisténcia, contendo fenétipo, n° de acesso no NCBI, microrganismo do qual o(s) gene(s) foi(ram) isolado(s), o
produto destes genes e a classificacdo de risco pela OMS das espécies das quais o gene foi isolado. Amostras 6, 9, 12 e 20 nao

apresentaram genes de resisténcia extrinsecos.

Amostra 1
Gene de Resisténcia e Classe Fendtipo N°de Acesso  Microrganismo de referéncia  Produto Risco OMS
Aminoglycoside
aac(6'-i Tobramycin, Dibekacin, Gentamicin, Sisomicin, Netiimicin L12710 Enterococcus fagcium Alto
Beta-lactam
blaOXA-556 Unknown Beta-lactam KY126231 Acinetobacter baumannii (OXA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D beta-lactamase OXA-556  Critico
blaOXA-64 Unknown Beta-lactam AY750007 Acinetobacter baumannii beta-lactamase OXA-64 Critico
blaOXA-510 Unknown Beta-lactam JX865393 Acingtobacter baumanni beta-lactamase OXA-51-lke protein Critico
Fosfomycin
fosA Fosfomycin AEXB01000013  Enterobacter cloacae Critico
MLS - Macrolide, Lincosamide and Streptogramin B
msr(C) Erythromycin, Telithromycin, Quinupristin, Pristinamycin 1A, Virginiamycin S AF313404 Enterococous faecium MsrC Atto
Glycopeptide
VanGIXY Vancomycin AF162694 Enterococous gallinarum D-alanine-D-alanine ligase-related protein

Amostra 2
Fluoroquinolone
OgB Chloramphenicol, Nalidiic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370013 Escherichia coli OqxA membrane-fusion protein
OgxA Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli 00xB integral membrane protein

Amostra 3
Beta-lactam
blaOXA-378 Unknown Beta-lactam KF986259 Acinetobacter baumannii beta-lactamase OXA-378 Critico
blaADC-25 Unknown Beta-lactam EF016355 Acinetobacter baumanni AmpC cephalosporinase Critico
Fosfomycin
fosA Fosfomycin AEXBO1000013  Enterobacter cloacae Critico
Fluoroguinolone
OgxB Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli 00xB integral membrane protein

Amostra 4
Beta-lactam
blaOXA-378 Unknown Beta-lactam KF986259 Acinetobacter baumanni beta-lactamase OXA-378 Critico
blaADC-25 Unknown Beta-lactam EF016355 Acinetobacter baumanni AmpC cephalosporinase Critico
Fosfomycin
fosA Fosfomycin AEXBO1000013  Enterobacter cloacae Critico
Fluoroguinolone
0gB Chloramphenicol, Nalidiic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli 0O0xB integral membrane protein
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Amostra §

Sulphonamide

sul2 xazole AY034138 Vibrio cholerae ihydrop synthase -
Amostra 7

Aminoglycoside

aph(6)-ld Streptomycin M28829 Escherichia coli

aph(3")-Ib Streptomycin AF024602 Pseudomonas aeruginosa Critico

aph(3")-Ib Streptomycin AF321551 Shigella flexneri Médio

aph(3")-Ib Streptomycin AF313472 Pseudomonas aeruginosa Critico

aph(3")-Ib Streptomycin AF321550 Escherichia coli -

aph(3')-lla Kanamycin, Neomycin, Kanamycin, Neomycin, Paromomycin, Ribostamycin, Butiromycin, Gentamicin V00618 Escherichia coli -

aadA3 Spectinomycin, Streptomycin AF047479 Desconhecido aminoglycoside 3"-O-nucleotidyltransferase -

Beta-lactam

blaPLA1a Ampicillin, Amoxicillin, Ticarcillin AY302757 Raoultella planticola beta-lactamase -

blaTEM-1B Amoxicillin, Ampicillin, Cephalothin, Piperacillin, Ticarcillin AY458016 Escherichia coli TnpA -

Fosfomycin

fosA Fosfomycin AGDM01000012 Raoultella ornithinolytica glutathione transferase fosA -

Phenicol

floR Chloramphenicol, Florfenicol AF118107 Salmonella typhimurium putative efflux protein Flor Alto

Fluoroquinolone

OgxB Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli OqgxB integral membrane protein -

OgxA Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli OgxA membrane-fusion protein

Sulphonamide

sul2 Suifamethoxazole AY034138 Vibrio cholerae dihydropteroate synthase -

Tetracycline

tet(B) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline AP000342 Murine mastadenovirus A pol -

tet(A) Doxycycline, Tetracycline AJ517790 Aeromonas li protein -

tet(C) Doxycycline, Tetracycline AF055345 Francisella tularensi tetracycline-resistance protein -

tet(39) Doxycycline, Tetracycline KT346360 Acinetobacter baumannii Tet39 Critico

Trimethoprim

dfrA8 Trimethoprim U10186 Escherichia coli dihydrofolate reductase type VIII -
Amostra 8

Aminoglycoside

aac(6')-If Tobramycin, Dibekacin, Amikacin, Sisomicin, Netilmicin X55353 Enterobacter cloacae AG-6-acetyltransferase Critico

Beta-lactam

blaADC-25 Unknown Beta-lactam EF016355 Acinetobacter baumannii AmpC cephalosporinase Critico

blaOXA-121 Unknown Beta-lactam EU255290 Acinetobacter baumannii beta-lactamase OXA-51-like protein Critico

blaCMY-152 Amoxicillin, Amoxicilin+Clavulanic acid, Ampicilin, Ampicillin+Clavulanic acid, Cefotaxime, Cefoxitin, Ceftazidime, Piperacillin, Piperacilin+ Tazob Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic acid KY978224 Citrobacter freundii class C beta-lactamase CMY-152 -

blaCMY-98 Unknown Beta-lactam KC603538 Citrobacter freundii class C beta-lactamase CMY-98 -

blaOXA-396 Amoxicillin, Ampicilin, Meropenem AY306134 Pseudomonas aeruginosa oxacilinase Critico

POM-1 Amoxicillin, Amoxicillin+Clavulanic acid, Ampicillin, Ampicillin+Clavulanic acid, Cefepime, Cefixime, Cefotaxime, Cefoxitin, C Ertap Imipenem, P Piperacillin, Piperacillin+Tazobactam GU002295 Pseudomonas otitidis B3 beta-lactamase -

Fosfomycin

fosA Fosfomycin ACWUO01000146  Pseudomonas aeruginosa polypeptide deformylase Critico

Fluoroquinolone Critico

qnrB69 Ciprofloxacin KC580658 Citrobacter freundii QnrB69 -
Amostra 10

Aminoglycoside

aph(6)-Id Streptomycin M28829 Escherichia coli -

aph(3")-Ib Streptomycin AF321551 Shigella flexneri aminoglycoside 3"-phosphotransferase Médio

Beta-lactam

blaPAQ Amoxicillin, Ampicilin, Cefepime, Ceftazidime FJ666073 Pseudomonas aeruginosa class C beta-lactamase PDC-10 Critico
Amostra 11

Beta-lactam

blaL1 Unknown Beta-lactam EF126059 Stenotrophomonas maltophilia L1 beta-lactamase -

blaOXA-50 Amoxicillin, Ampicillin AY306130 Pseudomonas aeruginosa oxacilinase Critico

Sulphonamide

sul2 Sutfamethoxazole AY034138 Vibrio cholerae dihydropteroate synthase -

Tetracycline

tet(A) Doxycycline, Tetracy AF534183 Shigella sonnei l protein efflux Médio
Amostra 13

Fosfomycin

fosA Fosfomycin M85195 Serratia marcescens fosfomycin-resistance protein -
Amostra 14

Sulphonamide

sul2 Sutfamethoxazole AJB30710 Actinobacillus porcitonsillarum dihydropteroate synthase -

sul2 Sulfamethoxazole FN995456 Salmonella enterica dihydropteroate synthase Sul2 Alto

sul2 zole AY034138 Vibrio cholerae ihydrop synthase -
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Tetracycline

tet(S) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline 09756 Listeria monocytogenes
Amostra 16
Fosfomycin
fos Fosfomycin FN543093 Cronobacter turicensis Glutathione transferase fosA
fosA6 Fosfomycin KU254579 Escherichia coli FosA6
fosB1 Fosfomycin CP001903 Bacillus thuringiensis fosfomycin resistance protein FosB
Fluoroquinolone
0gxB Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli 0qxB integral membrane protein
OgxA Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli OgxA membrane-fusion protein
Tetracycline
tet(S) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline L09756 Listeria monocytogenes
Amostra 17
Aminoglycoside
aac(6')-li Tobramycin, Dibekacin, Gentamicin, Sisomicin, Netilmicin L12710 Enterococcus faecium Alto
Fosfomycin
fosB1 Fosfomycin CP001903 Bacillus thuringiensis fosfomycin resistance protein FosB
MLS - , Li and
msr(C) Erythromycin, Telithromycin, Quinupristin, Pristinamycin IA, Virginiamycin AF313494 Enterococcus faecium MsrC Alto
Isa(A) Lincomycin, Clindamycin, Dalfopristin, Pri ycin IIA, Virginiamycin M AY737526 Enterococcus faecalis Lsa -
Amostra 18
Aminoglycoside
aadK Streptomycin M26879 Bacillus subtilis aminoglycoside 6-adenylyltransferase
MLS - , Li and
mph(K) Spiramycin, Telithromycin NC_000964 Bacillus subtilis
Amostra 19
Beta-lactam
blaACT-6 Amoxicillin, AmoxicilinClavulanic acid, Ampicillin, Ampicilin+Clavulanic acid, Cefotaxime, Cefoxitin, Ceftazidime, Piperacilin, Piperacilint Tazobactam, Ticarcilin, Ticarcillin+Clavulanic acid FJ237366 Klebsiella pneumoniae class C beta-lactamase
blaCMY-124 Amoxicillin, Amoxicilin+Clavulanic acid, Ampicillin, Ampicilin+Clavulanic acid, Cefotaxime, Cefoxitin, Ceftazidime, Piperacilin, Piperacilin+ Tazobactam, Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic acid KM985462 Citrobacter freundii class C beta-lactamase CMY-124
blaCMY-49 Amoxicilin, Amoxicillin+Clavulanic acid, Ampicillin, Ampicillin+Clavulanic acid, Cefotaxime, Cefoxitin, Ceftazidime, Piperacilin, Piperacilin+ Tazobactam, Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic acid GQ402541 Citrobacter freundii AmpC
blaZ Amoxicillin, Ampicillin, Peniciliin, Piperacillin M15195 B.cereus beta-lactamase IlI
Fosfomycin
fosA Fosfomycin M85195 Serratia marcescens fosfomycin-resistance protein
MLS - Macrolide, Li and
Isa(A) Lincomycin, Clindamycin, Dalfopristin, Pristi in I1A, Virginiamycin M AY737526 Enterococcus faecalis Lsa
Fluoroquinolone
OgxB Chloramphenicol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli OqxB integral membrane protein"
OgxA Chic icol, Nalidixic acid, Ciprofloxacin, Trimethoprim EU370913 Escherichia coli OgxA fusion protein
Amostra 21
Aminoglycoside
aadK Streptomycin M26879 Bacillus subtilis aminoglycoside 6-adenylyltransferase
MLS - Li and
mph(K) Spiramycin, Telithromycin NC_000964 Bacillus subtilis
Tetracycline
tet(L) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline, Tigecycline, Doxycycline, Tetracycline X08034 Bacillus subtilis TET protein
tet(S) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline 109756 Listeria monocytogenes
Amostra 22
Aminoglycoside
aph(6)-1d Streptomycin M28829 Escherichia coli -
aph(3")-Ib Streptomycin AF024602 Pseudomonas aeruginosa Critico
aph(3")-lb Streptomycin AF321551 Shigella flexneri Médio
aph(3")-lb Streptomycin AF313472 Pseudomonas aeruginosa Critico
aph(3")-lb Streptomycin AF321550 Escherichia coli -
Beta-lactam
blaMIR-6 Amoxicillin, Amoxicillin+Clavulanic acid, Ampicilin, Ampicillin+Clavulanic acid, Cefotaxime, Cefoxitin, Ceftazidime, Piperacillin, Piperacillint Tazobactam, Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic acid JQ664733 Enterobacter cloacae class C beta-lactamase MIR-6 Critico
blaTEM-1A Amoxicilin, Ampicillin, Cephalothin, Piperacillin, Ticarcillin HM749966 Escherichia coli TEM-1 beta-lactamase
Fosfomycin
fosA Fosfomycin AEXB01000013  Enterobacter mori Critico
Phenicol
floR Chloramphenicol, Florfenicol AF118107 Salmonella typhimurium putative efflux protein Flor Alto
Sulphonamide
sul2 Sulfamethoxazole AY034138 Vibrio cholerae dihydropteroate synthase
Tetracycline
tet(B) Doxycycline, Tetracycline, Minocycline AP000342 Murine irus A pol




