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RESUMO

O género Bacillus, inclui espécies de interesse industrial, biotecnolégico e € o mais
utilizado para diferentes formas de controle biolégico na agricultura. Dessa forma, o
objetivo principal deste estudo foi avaliar o potencial de bactérias do género Bacillus
para o biocontrole de fitopatdégenos de interesse agricola. Para isso, duas linhagens
Bacillus (MAD 168 e MPUR 39.2) pertencente a colegao biolégica do Laboratério de
Biologia Molecular da Embrapa Amazbénia Ocidental-CPAA, foram submetidas a
avaliacao in vitro para verificar o potencial antagonista frente a fitopatdgenos, analise
in planta para testar o controle biolégico dos sintomas da Rhizoctonia em plantas de
feijao-caupi (somente a linhagem MPUR 39.2), analise qualitativa da producéo de
enzimas hidroliticas, sequenciamento do genoma visando identificacdo de genes
relacionados com a biossintese de metabdlitos secundarios e analise de microscopia
e filogenbmica para confirmar a identidade das espécies. Os isolados MAD 168 e
MPUR 39.2 foram capazes de inibir acima de 50% in vitro o crescimento micelial de
8 e 11 fungos fitopatogénicos com indices variando de 53,3 a 79,5% e 58,1 a 97,1%,
respectivamente. Nos testes in planta utilizando o isolado MPUR 39.2 no controle do
tombamento causado por Rhizoctonia sp. em feijdo-caupi (cultivar BRS Novaera)
nao houve diminui¢do da severidade. Quando avaliado para produgao enzimatica in
vitro de amilase, protease, quitinase, lipase, producéo de sideroforos e solubilizagao
de fosfato, somente a linhagem MAD 168 apresentou atividade para celulase. A
analise filogendmica indicou que o isolado MAD 168 pertence a espécies Bacillus
tropicus (ANIb 95,38%, ANIm 95,89%) e o isolado MPUR 39.2 a espécie Bacillus
subtilis (ANIb 97.84, ANIm 98.86). Quanto a identificacao de BGC’s a linhagem MAD
168 apresenta 10 clusters para producdo de metabdlitos secundarios, destes, trés
apresentam similaridades de 40 a 85% com clusters ja conhecidos, como fengicina,
bacilibactina (peptideos nao ribossomais - NRPS), Turincina H (policetideos sintase-
PKS); e a linhagem MPUR 39.2 apresenta 14 clusters para producdo de
metabdlitos secundarios, destes, doze apresentam similaridades de 7 a 100% com
clusters ja conhecidos, como bacilibactina, surfactina e a plipastatina (peptideos ndo
ribossomais - NRPS); acido carbapeno, fengicina e bacilo (policetideos sintase-
PKS); carotendide (terpenos); taislantatina (epipeptideo); subtilosina A

(sactipeptideo); acido pulcherriminico (CDPS).



Palavras Chave: Antagonismo, Mineragdo genbmica, Agrupamento génico,
Biocontrole, Agricultura sustentavel.

ABSTRACT

The genus Bacillus includes species of industrial and biotechnological interest and is the
most used for different forms of biological control in agriculture. Thus, the main objective of
this study was to evaluate the potential of bacteria of the genus Bacillus for the biocontrol of
phytopathogens of agricultural interest. For this, two Bacillus strains (MAD 168 and MPUR
39.2) belonging to the biological collection of the Laboratory of Molecular Biology of Embrapa
Western Amazonia-CPAA, were submitted to in vitro evaluation to verify the antagonistic
potential against phytopathogens, in plant analysis to test the biological control of
Rhizoctonia symptoms in cowpea plants (line MPUR 39.2 only), qualitative analysis of the
production of hydrolytic enzymes, genome sequencing to identify genes related to the
biosynthesis of secondary metabolites and microscopy and phylogenomic analysis to confirm
the species identity. MAD 168 and MPUR 39.2 isolates were able to inhibit over 50% in vitro
mycelial growth of 8 and 11 phytopathogenic fungi with indices ranging from 53.3 to 79.5%
and 58.1 to 97.1%, respectively. In plant tests using the MPUR 39.2 isolate to control
damping off caused by Rhizoctonia sp. in cowpea (cultivar BRS Novaera) there was no
decrease in severity. When evaluated for in vitro enzymatic production of amylase, protease,
chitinase, lipase, siderophore production and phosphate solubilization, only the MAD 168
strain showed cellulase activity. The phylogenomic analysis indicated that isolate MAD 168
belongs to Bacillus tropicus species (ANIb 95.38%, ANIm 95.89%) and isolate MPUR 39.2 to
Bacillus subtilis species (ANIb 97.84, ANIm 98.86). As for the identification of BGC's, the
MAD 168 lineage presents 10 clusters for the production of secondary metabolites, of these,
three present similarities of 40 to 85% with clusters already known, such as fengycin,
bacilibactin (non-ribosomal peptides - NRPS), Turincina H (polyketides synthase - PKS); and
the MPUR 39.2 strain has 14 clusters for the production of secondary metabolites, of which
twelve have similarities from 7 to 100% with already known clusters, such as bacilibactin,
surfactin and plipastatin (non-ribosomal peptides - NRPS); carbapene acid, fengycin and
bacillus (polyketides synthase-PKS); carotenoid (terpenes); tallantatin (epipeptide);
subtylosin A (sactpeptide); pulcherriminic acid (CDPS).

Keywords: Antagonism, Genomic mining, Gene clustering, Biocontrol, Sustainable

agriculture.
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1. INTRODUGAO

As diversas doengas causadas por agentes bioldgicos como virus, bactérias,
fungos e nematoides limitam a produtividade dos principais cultivos agricolas ao
redor do mundo. Em regides tropicais, as altas temperaturas e umidade favorecem a
proliferagcdo de microrganismos patogénicos, isso pode ocasionar a diminuicdo da
producédo agricola, levando a perdas de até 100% da lavoura, gerando prejuizos
econdmicos e sociais (Pereg e Tolessa, 2019).

Atualmente, a utilizacdo de compostos quimicos de alto e médio risco, € a
alternativa mais utilizada pelo setor agricola para diminuir a incidéncia de patégenos
de plantas, contudo, o uso intensivo desses produtos vem causando problemas
ambientais a saude humana ( Lopes-Ferreira et al., 2021). Tal fato se da, por conta
da utilizagcdo continua desses compostos, 0 que tem provocado doencas como
cancer e problemas respiratérios (Dhananjayan e Ravichandran, 2018).

Um desses patdgenos € a espécie de fungos Rhizoctonia solani. As perdas
agricolas causadas por esse fitopatdgeno variam de campo para campo e podem
diminuir até 60% do rendimento das cultivares (Buhre, et al., 2009). Os sintomas da
R. solani agem nas raizes das plantas causando uma redugao significativa do seu
comprimento, o que afeta negativamente o desenvolvimento da parte aérea e
consequentemente o produto final (Klutch, et al., 2010).

Responsavel pelo tombamento em culturas de beterraba, os sintomas
causados por esse fungo sado caracterizados por lesbes marrons a pretas no
hipocotilo e nas raizes das plantas (Harveson, et al., 2006). Em condi¢oes
ambientais desfavoraveis, o patégeno R. solani se adapta as condigdes climaticas
adversas formando esclerddios, essas estruturas vao permitir que ele sobreviva no
solo por muitos anos. Quando as condi¢des ambientais favoraveis sdo retomadas,
esses esclerddios germinam e produzem micélios infecciosos que se inserem no
cortex radicular das plantas e induzem doencgas no tecido interno (Farhaoui, et al.,
2023).

Como estratégia para reduzir os efeitos negativos do uso dos defensivos
quimicos tem-se investido em produtos de origem bioldgica, sendo este, um método
de controle de pragas e doengas, ambientalmente mais seguro e sustentavel

(Carmona-Hernandez et al., 2019).
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Os principais agentes de biocontrole s&o o0s microrganismos, mais
especificamente, fungos e bactérias. Neste trabalho, abordaremos as bactérias do
género Bacillus, estas, destacam-se devido a formacao de enddsporo e da grande
versatilidade nos mecanismos de agdo contra fitopatogenos (Zhou et al., 2021),
podem ser encontrados em uma vasta diversidade de ambientes, o cultivo € simples,
possuem rapido crescimento em grande numero de substratos e n&do ha relatos de
patogenicidade em plantas superiores (Jan et al., 2019). Sao ainda capazes de inibir
fitopatogenos por meio de competicdo, produgcdo de metabdlitos primarios e
secundarios (Stoica et al., 2019).

Devido a alta similaridade entre as linhagens de Bacillus, existe uma grande
dificuldade de identificagdo das espécies. Contudo, o sequenciamento de nova
geracao (NGS), tem permitido a obtengao de genoma completo com baixo custo
facilitando desta forma a identificacdo confidvel por meio da comparacao
filogenbmica de centenas ou milhares de segmentos de DNA que compdem cada
genoma. O sequenciamento do genoma combinado com ferramentas de
bioinformatica para mineragdo gendmica de metabdlitos secundarios, também
contribui para identificacdo de novos compostos que podem, ou ndo, estar sendo
expressos sob condigdes laboratoriais (Albarano et al., 2020 e Lebedeva et al.,
2021).

Diante do exposto, este trabalho propde a investigacdo do potencial
biotecnolégico de linhagens de bactérias do género Bacillus, visando o

desenvolvimento de bioprodutos para o controle de doengas de importancia agricola.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Bacillus

O género Bacillus foi descrito pela primeira vez em 1872 por Ferdinand Cohn,
que observou o ciclo de vida desta bactéria e suas principais caracteristicas, como,
resisténcia ao calor, germinacdo e formacdao de enddsporos (Zeigler, 2021).
Espécies desse género habitam diferentes habitats que incluem solos, lagos,
sedimentos marinhos, fontes termais, areias do deserto, tecidos de plantas e
animais (Liu et al., 2019). Sao bactérias Gram-positivas, formadoras de enddsporos,
com baixo teor de conteudo G+C, possuem forma de bastonete, sdo aerdbicas ou
facultativamente anaerdbias com 631 espécies publicadas validamente deste género
até o momento da pesquisa (https://Ilpsn.dsmz.de/phylum/bacillota) (Son et al.,
2019). A macromorfologia das colénias de Bacillus spp. varia de aspecto viscoso a
cremoso, esbranquigado com bordas circulares ou arredondadas (Mandic-Mulec et
al., 2015).

As colbnias possuem habilidades fisioldgicas diversificadas e podem ser:
mesofilicas, termofilicas, acidofilicas e alcalifilicas. Devido a isto, podem ser
resistentes a condigbes ambientais adversas e onipresentes em uma ampla gama
de habitats, principalmente em solos e rizosferas, compreendendo até 95% das
populagdes de bactérias Gram-positivas destes ambientes (Shafi et al., 2017).

O género Bacillus esta classificado no Dominio Bacteria, Filo Firmicutes;
Classe Bacilli; Ordem Bacillales; e Familia Bacillaceae. Segundo LPSN - List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature
(https://www.bacterio.net/genus/bacillus), atualmente existem aproximadamente 620
espécies reconhecidamente descritas (até 0 momento desta pesquisa).

Bactérias do género Bacillus, além de produzirem endosporos extremamente
tolerantes e crescimento rapido em diferentes meios de culturas, sdo fontes
promissoras de metabdlitos bioativos, possuindo a capacidade de sintetizar uma
ampla variedade de antibidticos e enzimas hidroliticas, sendo desta forma, cobicado
por industrias farmacéuticas, alimenticias, cosméticas, téxtil e agricolas (Petrillo et
al., 2021).

No contexto agricola, alternativas sustentaveis como os produtos biologicos,

sao fundamentais para diminuir ou substituir a utilizacdo de defensivos quimicos de
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alta toxicidade. O género Bacillus spp. se tornam fortes candidatos no
desenvolvimento de produtos de origem biolégica, uma vez que possuem potencial

para o combate de pragas e doencas prejudiciais a agricultura (Luo, et al., 2023).

2.2. Aplicagao do género Bacillus como agente de Biocontrole

Uma importante estratégia para o desenvolvimento integrado de praticas
sustentaveis € a utilizagdo de microrganismos no manejo agricola com a finalidade
de melhorar o aproveitamento de nutrientes, reduzir doengas e pragas, diminuir o
uso de produtos quimicos e aumentar a produtividade das culturas (Jiang et al.,
2018). O Dbiocontrole de fitodoengas ocorre devido a interagcbes entre o
microrganismo biocontrolador e os agentes patogénicos, sendo a antibiose, a
atividade mais comum (Myo et al., 2019).

A antibiose ocorre quando uma ou mais moléculas produzidas pelo
microrganismo biocontrolador tem impacto sobre o patdégeno. As bactérias do
género Bacillus spp., estdo entre as mais bem estudadas quanto ao seu potencial
como agentes de agdao em biocontrole, isto porque, estas bactérias sao
metabolicamente versateis, permitindo assim a biossintese de compostos bioativos
estruturalmente complexos, tornando-as excelentes candidatas em diversas
aplicacoes biotecnolégicas (Gautam et al., 2019).

As espécies do género Bacillus podem atuar como rizobactérias com
atividade antagonista capaz de ser resistente a condigdes adversas na forma de
enddsporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagbénicos, podendo
estimular mecanismos desejaveis as plantas cultivaveis, como a nodulagédo em
leguminosas, fixagdo biolégica de nitrogénio e absorgdo de nutrientes e
sobrevivéncia em nichos ecoldgicos especificos, com versatilidade nos mecanismos
de acéo e inibicao das defesas dos fitopatégenos (Jiang et al., 2018; Hashem et al.,
2019). Resultados positivos na inibicdo de crescimento micelial de fungos por
Bacillus spp. tem sido amplamente demonstrado.

Estudos recentes mostraram que o isolado de Bacillus subtilis V26 conseguiu
inibir o crescimento de diferentes fitopatdgenos do género Fusarium como: F.
oxysporum, F. Solani, F. graminearum, e F. sambucinum de 54,7 a 85,3%, em batata
(Solanum tuberosum L.). a linhagem testada, também diminuiu significativamente a

severidade da podridao seca, ocasionada por Fusarium, em 42,8-63,8%, apos 21
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dias de inoculacdo, mostrando eficientes mecanismos de controle (Khedher et al.
2021).

Gautam et al., (2019) relataram em seus estudos, alto potencial antagonista
da bactéria Bacillus amyloliquefaciens contra Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, principal agente causador de cancro-bacteriano em tomate
estaqueado, evidenciando a reducado in vitro da severidade da doenca em
aproximadamente 65%. Como resultados, os autores concluiram que os testes
forneceram um amplo espectro de atividades antifungicas, podendo ser uma
alternativa eficaz em relagc&o aos fungicidas quimicos.

No estudo de Jiang et al., (2018) foi comprovada a eficacia da formulacao de
biopesticida produzidos com Bacillus velezensis 5YN8 contra o patdégeno
necrotréfico Botrytis cinerea. Foi observada a inibicdo do crescimento micelial,
diminuicdo da incidéncia do mofo cinzento em folhas de pimenta e maior eficacia no
tratamento preventivo em relagao ao curativo, essas trés observacdes indicam que a
formulagao pode atuar como um pesticida em potencial.

Os resultados experimentais com Bacillus velezensis NKG-2, mostraram que
esta bactéria exibiu atividade antagbdnica contra os principais patégenos fungicos do
tomate (Solanum lycopersicum L.), sendo eles: Fusarium oxysporum, Fusarium
graminearum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Fulvia fulva e Ustilaginoidea
virens. O ensaio de biocontrole in vivo com plantas de tomate inoculadas apenas
com fungos fitopatogénicos mostraram uma severidade da doenga de 65%,
enquanto as plantas inoculadas com bactérias ndo apresentavam quaisquer
sintomas até o 6° dia, entretanto, duas semanas apés a infecgéo, a gravidade da
doenga aumentou para 38,5% (Myo et al., 2019).

Toral et al. (2018) mostraram a capacidade antagbnica de uma linhagem de
Bacillus velezensis XT1 CECT 8661 contra o fitopatdgeno necrotréfico Botrytis
cinerea, agente causal da "podridao cinzenta". O mesmo ainda enfatizou que o
isolado foi capaz de co-produzir trés diferentes tipos de lipopeptideos: surfactina,
fengicina e iturina, onde estas moléculas podem estar relacionadas com atividade
inibitéria do crescimento fungico, além de promover alteragcbes morfolégicas das
hifas, como danos, quebras e inchagos.

Os estudos acima relacionados, vem mostrando o potencial que Bacillus spp.

tém para a producdo de inoculantes biolégicos aplicados a agricultura. Além disso,



15

também podemos destacar que esses microrganismos colaboram para promog¢ao de

crescimento vegetal.

2.3. Aplicagcao de Bacillus spp. na promogao do crescimento em plantas

Nos ultimos anos, muitos avancos tém sido alcangados na promog¢ao do
crescimento com base em microrganismos capazes de fixar nutrientes no solo
favorecendo diretamente o crescimento das plantas. Nesse contexto, podemos
destacar as bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP), sendo estas
capazes de colonizar as raizes das plantas e estimular o crescimento e rendimento
das cultivares de interesse agricola (Chen et al., 2019).

Entre estas, existem as RCPC (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas), estas, sdo capazes de entrar no interior da raiz, induzir resisténcia a ampla
gama de patégenos vegetais, bem como promover crescimento via mecanismos
como fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), produgado de fitorménios, sintese de
sideroforos e a solubilizagdo de fosfato, além de outros beneficios indiretos para o
desenvolvimento das plantas (Franco-Sierra et al., 2020).

A capacidade de produgdo de horménios vegetais (fitoestimulagao) pelas
BPCP é considerada um dos mecanismos mais importantes pelo qual muitas
bactérias promovem o crescimento das plantas, a divisao celular e a extensédo das
raizes. Podemos destacar como os principais fitormdnios: as auxinas, as citocininas
e as giberelinas (Kashyap et al., 2019).

As auxinas sao produzidas como resultado do metabolismo das BPCP e
juntamente com os horménios enddgenos da planta influencia no crescimento
vegetal, divisdo, expansao e diferenciacdo de células e tecidos vegetais, além do
alongamento da raiz. As citocininas sdo derivadas de purinas que promovem e
participam da divisdo celular e do crescimento primario das raizes das plantas,
dentro das diversas espécies de bactérias, os géneros Bacillus, Pseudomonas e
Azospirillum se destacam por serem os principais produtores desse composto. As
giberelinas também podem ser sintetizadas por bactérias, elas estimulam o sistema
radicular, melhorando a aquisi¢ao de nutrientes para facilitar o crescimento da parte
aérea da planta (Miljakovi¢ et al., 2020).

A espécie Bacillus subtilis EA-CB0575 isolada da rizosfera de bananeira

mostrou potencial RPCP devido a sua capacidade genbOmica e fenotipica
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relacionada aos mecanismos de promogao do crescimento vegetal. Essas
caracteristicas foram determinadas usando testes bioquimicos in vitro. A linhagem
mostrou-se produtora de lipopeptideos (surfactina e fengicina), solubilizadora de
fosfato, além de fixar nitrogénio e produzir compostos de indol e sideroforos
(Franco-Sierra et al., 2020).

2.4. Aplicagao de Bacillus spp. como indutores de resisténcia em plantas

Os diferentes mecanismos de defesa de uma planta (estruturais e
bioquimicos) sédo geneticamente controlados e dependem da expressdo dos
mesmos no momento e magnitude adequados apds o contato do patdbgeno com o
hospedeiro. A possibilidade de ativagdo desses genes, em determinadas condig¢des,
torna as plantas mais resistentes aos patdgenos, criando-se entdo o fendmeno da
indugao de resisténcia em plantas (Gorshkov et al., 2022).

A ocorréncia da resisténcia pode ser de carater especifico (atinge
determinadas espécies de patdgenos), ou de carater ndo especifico (atinge varias
doengas ao mesmo tempo), ambos o0s casos sao chamados de resisténcia
sistémica. Vale ressaltar que o aumento do nivel de resisténcia usando agentes
externos, sem a modificagdo do genoma da planta, € conhecido como resisténcia
induzida ou adquirida (Rajamanickam e Nakkeeran, 2020).

Pode-se definir como resisténcia sistémica induzida (RSIl) aquela que
acontece quando plantas, apds a exposi¢cao a agentes bidticos (microrganismos) ou
abidticos (fatores quimicos) passam a induzir a defesa contra o patdégeno, enquanto
permanecem espacialmente separados do agente indutor (Lastochkina et al., 2019).

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) ocorre apés uma infecg¢ao local pelos
patdbgenos microbianos nas plantas, o que faz com que elas produzam forte
resisténcia nos tecidos distais para lidar com os ataques bidticos subsequentes. A
SAR pode conferir grandes respostas de defesa e resisténcias de amplo espectro a
doengas em plantas. Em geral, € ativada por substancias sinalizadoras geradas nos
locais de infecgao, e estas podem ser rapidamente transportadas para os tecidos
sistémicos através do floema (GAO et al., 2021).

Como potenciais agentes indutores bidticos, tém sido avaliadas as
Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCP) que habitam o solo e com

frequéncia sao isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas. Dentre os
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mecanismos de ac¢do das rizobactérias no solo a competicdo por nutrientes,
antibiose, produg¢ao de enzimas extracelulares e indugéo de resisténcia sdo os mais
citados para explicar o controle de patéogenos de solo, como também de doencgas
foliares (Dutta et al., 2019).

O controle biolégico com rizobactérias relacionado a indugao de resisténcia ja
€ um método comprovado. Rajamanickam e Nakkeeran (2020) utilizaram Bacillus
amyloliquefaciens como um promissor produtor do gene flagelina contra a doenca de
necrose da pimenta (Capsicum annuum L.). No tocante, o antagonismo a
fitopatdgenos, o isolado mostrou-se ineficiente no controle de doencas foliares de
pimenta quando pulverizado preventivamente nas folhas. Este fato, aliado ao
aumento da peroxidase nas folhas e resisténcia nao especifica, sugere que o
controle das doencas foliares proporcionadas pela inoculagéo do isolado na rizosfera
pode ter sido fundamentado na resisténcia induzida.

Ao avaliar os custos adaptativos da indugao de resisténcia, antes da chegada
do patégeno, em feijoeiro induzido por um indutor biético (Bacillus subtilis) € um
abidtico (acido salicilico - AS) Lastochkina et al. (2019) estudaram resisténcia
induzida a cultura de trigo (Triticum aestivum L.) contra a podrid&o radicular instigada
por Fusarium culmorum (FRR). O estudo com B. subtilis, AS, e especialmente B.
subtilis + AS aumentou o crescimento da planta (raiz e comprimento do rebento,
biomassa fresca e seca), os resultados indicam que B. subtilis sozinho e em mistura
com AS pode ser usado como um agente ecologico eficaz para melhorar o
crescimento do trigo e a tolerancia sob a influéncia de seca.

Saengchan et al. (2022) investigaram o efeito de elicitores como acido
salicilico juntamente com Bacillus subtilis isolado JN2-007 na indugao de resisténcia
a podriddo radicular por Fusarium solani em mandioca. Os resultados sugeriram
acido salicilico e a linhagem JN2-007 reduziram o crescimento micelial de F. solani
de (11,83%-57,73% até o 7° dia, bem como a severidade da doenc¢a nas plantas de
mandioca em 39,58.

Estes resultados somados as pesquisas com as novas tecnologias 6micas,
podem contribuir e avancgar significativamente os estudos a partir de Bacillus spp.
em prol do desenvolvimento de um produto biolégico capaz de induzir resisténcia.
Nao somente resisténcia, mas também pode vir a trazer beneficios para a planta na
questdo nutricional, uma vez que, este microrganismo também esta associado a

solubilizagdo de nutrientes facilitando a absorgao pela planta.
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2.5 Mineragado gendmica e analise filogenémica

A abordagem genbmica estda mudando profundamente a taxonomia
bacteriana atual. O conhecimento de toda a sequéncia do genoma de linhagens
bacterianas e as analises da composigdo funcional de genes e clusters génicos
relacionados ao metabolismo secundario, tem somado valor as caracteristicas
fenotipicas para a classificacdo bacteriana e a identificacdo taxondmica. As
comparagdes de genomas completos das espécies tipo usando identidade média de
nucleotideos (ANIs) ou calculos de distdncia genoma-genoma (GGDCs) sdo os
novos padrdes de ouro para circunscrigdo de espécies (Adeniji e Babalola, 2019).

O genoma completo ainda pode ser utilizado para estudos de predicao
metabolémica e esta abordagem € importante visto que metabdlitos derivados de
microrganismos constituem uma importante fonte de antibidticos, agentes
anticancer, inseticidas, imunossupressores, herbicidas, entre outros. Muitos
metabdlitos especializados em bactérias e fungos s&o biossintetizados por vias
metabdlicas cujos os genes encontram-se fisicamente um ao lado do outro formando
grupos de genes responsaveis pela biossintese de um produto natural, este conjunto
de genes é conhecido como cluster génico biossintético (do inglés Biosynthetic Gene
Cluster -BGC) (Zhang et al., 2019).

Em outras palavras, os BGCs compreendem um grupo de genes fisicamente
co-localizados os quais codificam enzimas para a biossintese de um metabdlito
especifico. A descoberta de novas vias metabdlicas esta sendo habilitada pela
crescente disponibilidade de alta qualidade de sequenciamento de genomas
juntamente com o desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica para identificar
clusters de genes responsaveis pela biossintese de metabdlitos primarios e
secundarios (Othoum et al., 2018).

Dezenas de ferramentas estdo disponiveis para a mineragdo genémica de
BGCs e para a identificagao, caracterizacao e classificagao de classes de produtos
naturais, como os peptideos antimicrobianos que podem ser auxiliados por
ferramentas online como o algoritmo antiSMASH e o Antimicrobial Peptide Database
(APD), utilizadas para analise de sequéncias de peptideos (Zhang et al., 2019).

Algoritmos destinados especificamente a mineragdo de genes bacteriocinas
tém sido desenvolvidos e aperfeicoados nos ultimos anos. Por exemplo, o software

BAGEL 4 permite identificar e visualizar agrupamentos de genes no DNA
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procaridtico envolvido na biossintese de peptideos ribossémicos sintetizados e
pos-translacionalmente modificados (RiPPs) e bacteriocinas (ndo modificadas)
(Pahalagedara et al., 2021). Portanto o sequenciamento dos genomas e posterior
analises de BGCs com o suporte das ferramentas da bioinformatica, tornam possivel

a descoberta, classificagcao e previsdo de novos produtos naturais.

2.6. Substancias bioativas identificadas em espécies do género Bacillus

As espécies de Bacillus sao importantes produtoras de metabdlitos bioativos,
com aplicagdo em diferentes setores das industrias, principalmente o agricola
(Engelbrecht et al., 2018). Diversos compostos bioativos tém sido usados no intuito
de desenvolver novos produtos para o controle de doengas de importancia agricola
(Belbahri et al., 2017).

Os compostos produzidos por Bacillus podem ser classificados em
ribossomais (composto por aminoacidos de origem ribossomal) e nao-ribossomais

(sintetizado por mega sintases) como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Classificagdo de metabdlitos secundarios de Bacillus. Fonte: Horak et al., (2019).

As cadeias que formam a estrutura principal dos policetideos sao sintetizadas

pelo grupo de enzimas policetidicas sintetases (PKSs). De forma similar, os
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peptideos ndo ribossomais sdo biossintetizados pelos peptideos sintetases
nao-ribossomais (NRPSs), que, ao contrario dos ribossomos, sédo independentes do
RNA mensageiro, esses peptideos nao ribossomais possuem, muitas vezes,
estruturas lineares, ciclicas e/ou ramificadas ((Horak et al., 2019; Fazle e Baek,
2020).

Os lipopeptideos destacam-se por possuirem duas propriedades desejaveis:
tolerancia e seletividade (Kaspar et al., 2019). A iturina, produzida por B.
amyloliquefaciens, B. subtilis e B. megaterium com Otima atividade microbiana
(Wang et al., 2020); e a Gageostatina que € um lipopeptideo linear produzido por B.
subtilis, tendo em sua composi¢cdo a atividade antifungica. Essas substancias
tornam-se apropriadas para aplicagbes agricolas, como agentes de biocontrole e
fertilizantes (Kaspar et al., 2019).

Varios outros lipopeptideos foram caracterizados pela acdo de suas
aplicagdes bioldgicas. No estudo de Ajesh et al. (2013), foi caracterizado um novo
lipopeptideo isolado a partir de B. cereus, o composto kannurin, esse lipopeptideo
pertencente a classe das surfactinas apresenta uma cadeia heptapeptidica ciclica
composta pela sequéncia de aminoacidos Leu-Asp-Val-Leu-Leu-Leu-Leu, possuindo
propriedades antifungicas.

Zhou et al. (2020) identificaram dois novos lipopeptideos homadlogos isolados
de Bacillus sp., a C14 iturina W e a C15 iturina W, elas possuem como
caracteristica, sequéncias de B-aminoacidos graxos idénticas
(Asn-Ser-Asn-Pro-Tyr-Asn-GIn). Isso se torna importante, uma vez que a iturina W
possui potencial para o controle biolégico de doencgas de plantas, especialmente
para a brusone do arroz causada por Magnaporthe grisea.

Recentemente, foi isolado um lipopeptideo ciclico da espécie Bacillus
amyloliquefaciens SJ100001, o Epichlicin, este composto teve maior inibicdo do
crescimento micelial de F. oxysporum SJ300024 quando comparado com Hymexazol
um pesticida comercial, indicando sua 6tima aplicagdo como biocontrolador (Ren et
al., 2022).

Além dos lipopeptideos, sdo conhecidos também os policetideos. Esta € uma
classe de substancias bioativas com estruturas diversas que exibem propriedades
farmacoldgicas. Exemplos destas substincias e suas propriedades, sdao o0s
policetideos bacilane, dificidina e macrolactina, que agem como antibioticos e

também na inibigdo da sintese proteica em organismos procariontes com estrutura
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linear composta por ligacbes amidas. Estes policetideos sdo produzidos pelas
espécies de B. subtilis e B. amyloliquefaciens (Olishevska et al., 2019).

As bacteriocinas, outra classe de substancias bioativas, sdo produzidas por
mais de 99% das bactérias, e sdo de origem ribossomal. As espécies B. subtilis e B.
amyloliquefaciens produzem uma variedade de bacteriocinas incluindo a subitilina,
amilociclicina e a mersacidina (Kumariya et al., 2019). Para a espécie Bacillus
coagulans CGMCC 9951, as bacteriocinas identificadas como compostos bioativos
incluem em sua composigao, a Circularina A e a Amilociclicina, ambas apresentaram
nos resultados, atividade antibacteriana elevada (Zhang et al., 2022).

Outras substancias bioativas identificadas de espécies do género Bacillus sao
os Compostos Organicos Volateis (COVs), descritos como agentes de biocontrole de
fitopatdbgenos e como indutores do crescimento de plantas. Os COVs sao
metabdlitos hidrofobicos de baixo peso molecular (<400 Da) e apresentam alta
pressao de vapor em condigdes ambientais (Rios-Navarro et al., 2021).

Esses compostos pertencem a diferentes classes quimicas, que incluem
principalmente compostos de origem terpénica, derivados de acidos graxos, alcoois,
cetonas, lactonas, compostos aromaticos e ésteres (Ngo et al., 2021).

Os COVs identificados no estudo de Wu et al. (2019), compreende nove
cetonas (acetoina; 2-heptanona; 2-nonanona; 2-nonadecanona; 2-undecanona;
2-dodecanona; 2-tridecanona; e Biciclo[2.2.1]heptona, 2,2,3-trimetil-), trés alcoois
(2,3-butanediol; 2-etil-1-hexanol; e o 2-undecanol) e trés alcoilas (2,3-dimetildecano,
2,4,6-trimetil-decano e o 2,6,11-trimetil-dodecano), estes compostos produzidos pelo
B. amyloliquefaciens L3, demonstraram acdo de promogado do crescimento de
plantas e atividade antifungica contra F. oxysporum, agente causal da murcha da
meléncia.

Recentemente, Ghazala et al. (2022) demonstrou mais um exemplo de
atividade antagonica realizada pelos COVs, neste estudo foram observadas in vitro a
acao inibitéria desses compostos contra trés fitopatdogenos (F. verticillioides, F.
graminearum e Rhizoctonia solani). Responsaveis pelas atividades antagbnicas, os
compostos descritos foram o acido 2-piridinocarboxilico, benzaldeido, pentadecano,
tridecano 1-(2-Hydroxyethoxy), fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil), 3-hidroxi-4-4-dietil
dihidro(2-13 C), hexadecano, 3-hidroxibutano-2-1, hexanona, acido benzdico,

undecano e docosano.
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Além dos metabdlitos secundarios, bactérias do género Bacillus ainda s&o
produtores de enzimas hidroliticas, elas s&o representadas pela lipase, protease e
quitinase, e exibem uma variedade de propriedades antagbénicas, como atividade
antifungica (Horak et al., 2019). Tem-se descrito por exemplo, a produgdo de
colagenase, quitinase, lipase e protease por Bacillus subtilis K-C3 (Pongsetkul et al.,
2018). Recentemente, no estudo realizado, com as espécies Bacillus velezensis
BZR 86 e Bacillus velezensis BZR 277 foram relatadas a producdo de protease,

amilase, celulase e quitinase (Asaturova et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de bactérias do género Bacillus para o biocontrole de

fitopatdgenos de interesse agricola.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar in vitro o potencial antagonista de Bacillus spp. contra diferentes
fitopatogenos de interesse agricola em culturas como guaranazeiro, hortaligas,

leguminosas e outros;

Avaliar caracteristicas funcionais de isolados de Bacillus spp. relacionadas a

promocao de crescimento in vitro;

Realizar a mineragdo gendmica voltada a identificagcdo e caracterizagao

Clusters de Genes Biossintéticos aplicados a biocontrole;

Avaliar in planta o potencial do isolado MPUR 39.2 no biocontrole dos

sintomas da Rhizoctonia INPA 2942 em plantas de feijao-caupi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Macromorfologia e micromorfologia das linhagens Bacillus sp. MAD 168 e
MPUR 39.2

Para a macromorfologia foi utilizado placas de Petri contendo meio BDA
(Batata Dextrose Agar) com pH 7,2, foi feito estrias em formato S, a partir disso, os
isolados foram incubados em BOD a 28 °C por 24h.

Para a micromorfologia os isolados também foram crescidos em BDA (Batata
Dextrose Agar), por 12h a 28 °C, apds isso discos de meio de cultura de
aproximadamente 0,5 cm contendo as amostras foram seccionados e transferidos
para uma placa de 24 pocgos, a fixagdo ocorreu por meio da submersdo das
amostras em fixador Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,05 M pH 7.2) por 24 horas, em temperatura
ambiente, a lavagem foi feita 4 vezes sucessivamente em tampédo fosfato de
potassio 0,05 M pH 7.2, por 10 minutos cada, a pés-fixacdo foi feita com a
submersao das amostras por 2 horas em solugcado de tetréxido de 6smio 1% em
tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,3, a segunda poés-fixagdo foi no escuro,
cobrindo a amostra com papel aluminio, apés isso, foi feito a lavagem pés-fixagao,
onde o excesso de 6smio foi lavado trés vezes com o tampéo fosfato de potassio
0,05 M, a desidratagcao ocorreu com solugdes de etanol a 30%, 50%, 70%, 80%,
90% e 100%, mantendo-se as amostras submersas por em cada uma das solucdes
por 20 minutos (este processo foi repetido trés vezes na etapa do etanol 100%),
para a secagem em ponto critico, as amostras submersas em etanol absoluto foram
submetidas a secagem em ponto critico Leica EM CPD300 por 1h30, a metalizagéao
foi com as amostras fixadas em fitas de carbono a stubs e submetidas a 4 minutos
de metalizacdo com ouro, no metalizador JEOL Smart Coater (Souza, W., 2007). Foi
utilizado o Jeol JSM IT500-HR, um microscopio eletronico de varredura (MEV) de
alta resolucao para observacdo das micrografias, esta analise foi feita em parceria
com o Centro Multiusuario para Analise de Fenbmenos Biomédicos da Universidade
do Estado do Amazonas (CMABIO).

4.2. Avaliagao in vitro do potencial antagonista de bactérias isoladas de

sedimentos de rios amazonicos
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Foram utilizados nos testes de antagonismo dois isolados de bactérias do
género Bacillus (Tabela 1). As linhagens foram isoladas de sedimentos da foz dos
rios Purus (com nascente no Peru, desagua no Rio Solimdes, a cerca de 200 km de
Manaus-Am) e Madeira (com nascente na Bolivia, desagua no Rio Amazonas, a
cerca de 480 km de Manaus-Am). Estas, fazem parte da colegdo biolégica do
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental-CPAA, com

acesso ao patrimoénio genético autorizado pelo SISGEN N° AB6B14F.

Tabela 1. Bactérias utilizadas nas analises in vitro contra fitopatdgenos de interesse agricola.

N° Cédigo da Colecao Identificagao Origem Local
01 MAD 168 Bacillus sp. Sedimentos Rio Madeira
02 MPUR 39.2 Bacillus sp. Sedimentos Rio Purus

As bactérias foram reativadas em meio de cultura liquida LB (Luria Bertani), a
28 °C por 24 horas. Apos a reativagao, os testes de antagonismo dos isolados foram
realizados contra 15 fungos fitopatogénicos (Tabela 2), seguindo os métodos de
Anith et al. (2021). No centro de cada placa de Petri, contendo meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar), foi colocado um disco micelial do fitopatégeno com cerca de
5mm de diametro e com 5 dias de idade. Apds isso, os isolados de Bacillus spp.
foram inoculados paralelamente entre si a uma distancia de 3 cm do centro da placa.
Para o controle positivo foi utilizado placas inoculadas apenas com o fitopatégeno. O
teste foi realizado em triplicata e armazenado em estufa incubadora BOD a 28 °C
por 15 dias. Os resultados foram avaliados no 5° 10° e 15° dia apds o inicio do
experimento. A percentagem de inibicdo foi avaliada no Excel de acordo com a

féormula abaixo:

diametro médio do controle—diametro médio do tratamento
— — X100
didmetro médio do controle

%inibicdo =

Tabela 2. Lista de fitopatégenos e respectivos hospedeiros utilizados in vitro.
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N° Cédigo da Colecgao Patégeno Hospedeiro
01 Coll 2N Colletotrichum siamense Botao-de-ouro (folha)
(Synedrella nodiflora)
02 INPA 2908 Colletotrichum spaethianum Cebolinha
(Allium schoenoprasum)
03 INPA 2910 Colletotrichum scovillei Pimenta de cheiro (fruto)
(Capsicum chinense Jacq.)
04 INPA 2939 Colletotrichum guaranicola Guaranazeiro (folha)
(Paullinia cupana)
05 INPA 2973 Colletotrichum sp. Mamao (fruto)
(Carica papaya)
06 INPA 2671 Corynespora cassiicola Tomate (folha)
(Solanum lycopersicum)
07 Embrapa Fdc 307 Fusarium decemcellulare Guaranazeiro (folhas)
(Paullinia cupana)
08 Embrapa MCT Fusarium sp. Tomate (fruto)
10621 (Solanum lycopersicum)
09  Embrapa Mp 01 Moniliophthora perniciosa Cupuagu (fruto)
(Theobroma grandiflorum)
10 INPA 2942 Rhizoctonia sp. Feijao (raizes)
(Phaseolus vulgaris)
11 INPA 2943 Rhizoctonia sp. Alface
( Lactuca sativa)
12 INPA 1809 Colletotrichum theobromicola Cebolinha
(Allium schoenoprasum)
13 INPA 2910 Colletotrichum scovillei Pimenta de cheiro (fruto)
(Capsicum chinense Jacq.)
14 Embrapa 609 Neopestalotiopsis Guaranazeiro (folhas)
formicidarum (Paullinia cupana)
15 Embrapa 2917 Neopestalotiopsis Guaranazeiro (folhas)
formicidarum (Paullinia cupana)

4.3. Avaliagao in planta do isolado MPUR 39.2 no biocontrole de Rhizoctonia
INPA 2942

A avaliacédo do controle biolégico de MPUR 39.2 contra Rhizoctonia sp. (INPA

2942) foi realizada de acordo com Korayem et al. (2020) com adaptacdes.O isolado
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MPUR 39.2 foi cultivado em meio LB por 24 horas e o fitopatogeno em meio de
cultura BD por 7 dias, ambos incubados a 28 °C e 150 rpm.

Para os tratamentos 3 e 4 que utilizam o isolado MPUR 39.2, foi preparado
uma suspensao celular de 50mL (leitura no espectrofotbmetro a 0,5 nm, que
equivale a 1 x 10® UFC/mL) para cada repeticdo. Para os tratamentos 2 e 3, foi
preparada uma suspensao de micélio do patdégeno Rhizoctonia sp. (INPA 2942)
triturada por meio de mixer, 50 mL do mesmo foi inoculado as raizes das plantulas.

Primeiramente, as sementes foram submetidas ao processo de assepsia por
meio da imersao das sementes em hipoclorito de sédio a 2% por 5 minutos e em
seguida lavados 5 vezes em agua esterilizada, para evitar interferéncia de
contaminantes. Em seguida, as sementes de feijao foram cultivadas em substrato
Vivatto Plus Technes® (composto de casca de pinus, vermiculita e carvao vegetal),
devidamente esterilizado.

O ensaio foi realizado em condigbes controladas em casa de vegetagcao
(temperatura de 25 a 32 °C; sistema de irrigagcao automatica) com mudas de feijao
(Phaseolus vulgaris) da linhagem BRS Novaera, avaliando o efeito no biocontrole
contra o fitopatogeno Rhizoctonia sp. (INPA 2942).

Foram preparados quatro tratamentos com quinze repeticdes cada, todos com
delineamentos inteiramente casualizados.

Tratamento 1 - plantas inoculadas somente com agua;

Tratamento 2 - plantas inoculadas somente com o fitopatdgeno;

Tratamento 3 - plantas inoculadas com o isolado MPUR 39.2 e o fitopatégeno
Rhizoctonia sp. INPA 2942;

Tratamento 4 - plantas inoculadas com o isolado MPUR 39.2;

Apos 12 dias da semeadura em substrato estéril, as plantulas com cerca de
10cm de comprimento e no minimo 5 folhas verdadeiras ficaram prontas para o
inicio dos testes. Foram preparadas solu¢gdes dos microrganismos para a inoculagao
na plantula, primeiramente foi inoculado a solu¢ao de MPUR 39.2, e depois de 48h a
suspensao do fitopatdgeno foi inoculada.

Para os tratamentos 3 e 4 que utilizam o isolado MPUR 39.2, foi preparado
uma suspenséo celular de 50mL com Densidade Optica (OD) de 0,5 nm para cada
repeticdo. Para os tratamentos 2 e 3, foi preparada uma suspensao de micélio do
patégeno Rhizoctonia sp. (INPA 2942) triturada por meio de mixer com volume de 50

mL para inoculacéo as raizes das plantulas.
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A severidade da doenca foi registrada apds 21 dias, determinando o numero
de plantas com lesdes e registrando o dano visual usando uma escala de notas
definidas em quatro notas (0 a 3), sendo: 0) plantulas sadias; 1) intensidade de lesao
leve, apenas uma lesao no hipocoétilo predominantemente na regido do coleto da
plantula, coloragdo marrom-avermelhada, alongada e deprimida, pequena (menor ou
igual a 0,5cm); 2) intensidade de lesdo moderada, indicando lesbes alongadas e
deprimidas, podendo ser uma ou mais, isoladas ou coalescidas, coloragao
marrom-avermelhada, presentes no hipocoétilo e/ou no sistema radicular, medindo
entre 0,5cm e 2cm; 3) intensidade de lesédo severa, indicando lesdes alongadas e
extensas (maior que 2cm), deprimida e com constrigdo, coloragao
marrom-avermelhada, abrangendo o hipocétilo e o sistema radicular (GOULART, A.,

2019). A Figura 2. abaixo, indica as ilustracdes da escala de notas de 0 a 3.

Plantulas
sadias

1
Lesdo de
intensidade leve

2
Lesdo de
intensidade moderada

3
Lesdo de
intensidade severa
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Figura 2. llustragcao da escala de nota de severidade da infecgdo de Rhizoctonia solani em plantulas
de feijao.

O experimento foi realizado com Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) com 15 unidades amostrais em cada um dos 4 tratamentos, os dados obtidos
foram examinados utilizando o teste de Wilcoxon no programa estatistico GraphPad
9.

4.4 Potencial para produgao de enzimas hidroliticas

Por meio de testes qualitativos foram analisadas a producdo de lipase,
amilase, celulase e quitinase. Para isso, com cada isolado, foram feitas estrias
simples no centro da placa de petri contendo os respectivos meios de cultura:

Lipase: 1% peptona, 0.5% de NaCl, 0.01% de CaCl,.2H,0, 2% de Agar e 1%
de Tween 20 (Sierra, 1957);

Protease: 15 g/L leite em p6 desnatado, 20 g/L agar (Wang et al. 2010);

Amilase: 0.5% Peptona, 0.5% NaCl, 0.5% de extrato de carne, 2% de Agar,
1% de dextrose e 0.2% de amido (Hankin & Anagnostakis, 1975);

Celulase: 0.1% KH,PO,, 0.05% MgSO,.7H,0O, 0.05% NaCl, 0.001%
FeSO,.7H,0, 0.001% MnSO,.H,0, 0.03% NH,NO;, 1% de Carboximetilcelulose e
1.2% agar (Ariffin et al., 2006);

Quitinase: Quitina coloidal 10 g/L, KCI 0,2 g/L, MgS0O4-7H20 0,2 g/L,
NH4H2PO4 1 g/L, agar 20 g/L (Roberts e Selitrennikoff, 1988)

As placas foram incubadas durante 7 dias a 28 °C. A presencga de halos de
degradagéao indicara produg¢do das cinco enzimas, porém, para as enzimas amilase
e celulase haja a necessidade de coloragao antes da observacédo dos halos: para
revelacdo de amilase foi utilizado 10 ml de solu¢do de Lugol 0.3% (v/v) durante 5
minutos; para celulase 10 mL de Vermelho Congo (0.1% w/v) seguindo de uma

lavagem com 10 mL de NaCl 1M, por 15 minutos cada solugao.

4.5 Producao de compostos promotores de crescimento de plantas

4.4.1 Avaliagdo qualitativa de Sideroforo e Solubilizagdo de fosfato inorganico
(Cas(PO,),)
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Na analise qualitativa das atividades para a promocao de crescimento em
plantas, como solubilizagdo de fosfato e producao de sideréforos foram utilizados os
meios de cultura estabelecidos por Yang et al., (2018) e Milagres et al., (1999),
respectivamente. Os bioensaios foram realizados em triplicata e a incubacéo a 28°C
por 5 dias. As colbnias que apresentaram halo claro em meio NBRIP (National
Botanical Research Institute’s phosphate growth) foram marcadas como positivas
para solubilizacdo de fosfato, e aquelas com halo laranja em meio agar CAS (Cromo

Azurol S) foram consideradas positivas para produg¢ao de sideroforos.

4.6 Extracao de DNA, sequenciamento, montagem, anotacao e analises

As linhagens puras de Bacillus foram inoculadas em 5 mL de meio LB liquido
e mantido overnight sob agitacdo a 27 °C e 150 rpm. As células bacterianas foram
coletadas por centrifugagdo e o DNA gendmico bacteriano foi extraido utilizando-se
o mekit DNeasy® blood and tissue (Qiagen, USA) seguindo as recomendacgdes do
fabricante. Em seguida analisado em gel de agarose (1%) e quantificado no Qubit ®
2.0 fluorometer (Life Technologies).

O genoma completo foi sequenciado usando a plataforma lllumina com
protocolo 2 x 150bp (Paired End). A montagem “de novo” foi realizada usando o
montador SPAdes (Prjibelski et al. 2020) por meio da parceria com a Embrapa
Digital.

As sequéncias codificadoras de proteinas foram inicialmente determinadas
usando a NCBI Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP)
versdo 3.3 (Tatusova et al. 2016) e as caracteristicas gerais do genoma (tamanho,

N50, conteudo GC, etc) foram retiradas da anotagao fornecida pelo GenBank.

4.7 Mineragao gendémica, identificagao e caracterizagao de BGCs

Para a prospecgdo dos BGCs ligados a anotagdo de cluster de genes de
interesse, foi utilizada a metodologia baseada na mineragdo de genomas descrita
por Adamek e colaboradores (2017). Os possiveis clusters génicos de metabdlitos
secundarios foram identificados através da ferramenta de predicao antiSMASH
(antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell), versdo 5.0 (Blin et al., 2019)

utilizando-se a versao para bactérias.
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O input em arquivos formato FASTA dos genomas, onde o parametro utilizado
para o rigor da deteccdo dos agrupamentos foi o relaxed com todos os algoritmos
extras (KnownClusterBlast, ActiveSiteFinder, ClusterBlast, Cluster Pfam analysis,
SubClusterBlast e Pfam-based GO term annotation) disponibilizados pelo
antiSMASH.

Todas as sequéncias dos agrupamentos preditos pelo antiSMASH com maior
similaridade apontadas pela plataforma foram submetidas na ferramenta online
BLAST do NCBI. Este procedimento foi realizado para identificar se os
agrupamentos séo pertencentes aos Bacillus spp. ou se sdo provenientes de uma
possivel contaminagao destes genomas.

Para filtragem e classificacdo dos clusters mais conhecidos a partir do predito
pelo antiSMASH foram utilizados bancos de dados especificos. O MIBiG (Minimum
Information about a Biosynthetic Gene cluster) versao 2.0 (Kautsar et al., 2020) € um
repositorio de BGCs o qual possui curadoria manual. O banco de dados RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology) foi utilizado para analise dos genes
ligados a sintese dos BGCs e inferéncia das possiveis funcoes.

A partir dos clusters preditos pelo antiSMASH, foi realizada uma analise
comparativa dos genes de cada BGC apontados nos genomas dos Bacillus com o0s
genes dos clusters depositados no banco de dados MIBIG através de graficos de
sintenia plotados no programa Clinker. Os arquivos utilizados foram as saidas em
formato genbank do antiSMASH e os arquivos em formato genbank dos BGCs
contidos no MIBiG. Para a construgdo dos graficos de sintenia foram utilizados os
parametros tBLASTx com um e-value para uma investigacdo da identidade dos
genes, sejam eles do tipo cernem ou adicional, foram realizadas buscas por BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados do NCBI e inferéncia da

funcao através do alinhamento de proteinas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Macromorfologia e micromorfologia das linhagens Bacillus sp. MPUR 39.2
e MAD 168

As colbnias de ambos isolados apresentam caracteristicas morfologicas
macro e microscopicas semelhantes: cor branca; elevagéo convexa; margem inteira

e forma de bastonetes conforme esperado para género Bacillus.

Figura 3. Macromorfologia e Micromorfologia de Bacillus sp.: a e ¢) Caracteristicas morfologicas das
linhagens MPUR 39.2 e MAD 168, respectivamente, cultivadas em meio BDA em placas de Petri de 9
mm de diametro; b e d) MEV da linhagens MPUR 39.2 e MAD 168 (2 uym), respectivamente.

5.2 Analise filogenémica
A identificagdo das espécies foi realizada por meio da comparagao entre os

genomas das espécies tipo e dos isolados MAD 168 e MPUR 39.2. A linhagem MAD

168 foi identificada como Bacillus tropicus por meio da analise com diferentes
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algoritmos para Identidade Média Nucleotidica (ANl - Average Nucleotide Identity)
como ANIb, ANIm, TETRA e dDDh (hibridizagdo DNA-DNA digital) (Tabela 3). Para
tanto, o isolado MAD 168 foi comparada com auxilio do (OrthoANI) com diferentes
espécies do género Bacillus e o maior valor de ANI obtido foi com B. tropicus N24 T
(95,91%) e B. anthracis ATCC 14578 T (95,91%) que foram superiores ao valor

limite de corte (95-96%) para a demarcacao de espécies (Figura 4).

— Bacillus sp. MAD 168

ﬂ{ Bacillus tropicus N24

Bacillus anthracis ATCC 14578

— Bacillus pacificus MCCC 1A06182

|_Bacillus paranthracis MCCC 1A0039
5

— Bacillus fungorum 17-SMS-01

— Bacillus albus N35-10-2

—  Bacillus mobilis MCCC 1A05942

Pseudomonas aeruginosa DSM 500

Figura 4. Heatmap de identidade média de nucleotideos por ortologia (OrthoANI) entre o isolado
Bacillus sp. MAD 168 e diferentes espécies tipo do género Bacillus calculados pelo software OAT com
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 usado como um grupo externo (outlier).

Os valores de ANIb ANIm, Tetra e dDDH entre MAD 168 e as espécies mais
proximas de Bacillus estao entre 92.80% a 95.44%; 93.67% a 95.89%; 0.99864% a
0.999425; 52.1% a 62.3%; 0.0% a 0.27%, respectivamente (Tabela 3).

A partir da analise GBDP, o isolado MAD 168 forma um clado irmao com a
espécie B. tropicus com um dDDH de 81,3%. O dDDH observado excedeu o valor

de 70% utilizado para delimitagéo de espécies e subespécies bacterianas.

Tabela 3. Identificagdo filogendmica de MAD 168 e MPUR 39.2 por meio de comparagdo entre

genomas de espécies de Bacillus mais relacionadas.
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ANIb  ANIm Tetra dDDHd4 Diferencas

Espécie Tipo %]  [%]  [%]  [%] deGC [%]
MAD 168 Bacillus tropicus N24T 9544 9589 0.99942 62.3 0.0
MAD 168 B. anthracis ATCC14578" 95.25 95.89 0.99942 55.9 0.04
MAD 168 B. pacificus 1A061827 93.59 9473 0.99909 57.7 0.0
MAD 168  B. paranthracis 1A00395" 93.81 94.80 0.99913 57.6 0.02
MAD 168 B. albus N35-10-27 92.94 93.96 0.99909 53.6 0.27
MAD 168  B. fungorum 17-SMS-01"T  92.80 93.99 0.99861 53.5 0.23
MAD 168  B. mobilis MCC1A05942™ 92.90 93.67 0.9992 521 0.07
MPUR 39.2 B. subtilis ATCC 6051 97.84 08.86 0.48314 90.1 13.19
MPUR 39.2 B. subtilis NCIB 3610 97.84 98.87 0.48049 89.9 13.32
MPUR 39.2 B. stercoris D7TXPN1 95.40 95.40 0.45485 61.9 12.91
MPUR 39.2 B. spizizenii TU-B-10 95.12 95.40 0.45485 50.6 12.88
B. inaquosorum KCTC
MPUR 39.2 13429 91.93 93.02 0.47672 49.8 13.02
MPUR 39.2 B. rugosus SPB7 91.67 092.72 0.48868 48.5 13.59
MPUR 39.2  Bacillus cabrialesii TE3  91.38 9250 0.45975 47.8 12.59

ANIm e ANIb: mesma espécie cut-off (>95%); espécie diferente cut-off (<95%);
Tetra: mesma espécie cut-off (>0,999); espécie diferente cut-off (<0,989)
dDDH: mesma espécie dDDH na férmula d4 (>70%), nova espécie (<70%);

Na Figura 5, observa-se a arvore inferida com FastME 2.1.6.1 a partir de
distancias GBDP calculadas a partir do genoma sequéncia. Os comprimentos dos
ramos sao dimensionados em termos da férmula de distadncia GBDPd5. Os numeros
acima das ramificacbes sado valores de suporte pseudo-bootstrap GBDP > 60% de
100 replicagbes, com a arvore enraizada no ponto médio, resultando em um clado

proximo entre a espécie Bacillus sp. MAD 168 e B. Tropicus N24.


https://www.atcc.org/products/6051
https://kctc.kribb.re.kr/en/collection/view?sn=13429
https://kctc.kribb.re.kr/en/collection/view?sn=13429
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Figura 5. Relagdes filogendmica utilizando a plataforma TYGS para isolado MAD 168 e

espécies de Bacillus filogeneticamente relacionadas.

O isolado MPUR 39.2 foi identificado como sendo como Bacillus subtilis por
meio da analise com diferentes algoritmos para ANI (Identidade Média Nucleotidica)
como ANIb, ANIm, TETRA e dDDh (hibridizagdo DNA-DNA digital) (Tabela 3). Para
tanto, MPUR 39.2 foi comparada com com auxilio do (OrthoANI) com diferentes
espécies do género Bacillus e o maior valor de ANI obtido foi com B. subtilis NCIB
310 T (98,80%) seguido por B. subtilis ATCC 6051 T (98,78%) que foram superiores

ao valor limite de corte (95-96%) para a demarcacéo de espécies (Figura 6).



36

100
m:
MPUR 39 2 x

85

75
70
Bacillus subtilis ATCC 6051 fna 68

55

Bacillus subtilis NCIB 3610 fna

Bacillus stercoris D7XPN1.fna

Bacillus spizizenii TU-B-10.fna

— Bacillus tequilensis NCTC13306 fna

— Bacillus cabrialesii TE3.fna

___Bacillus inaquosorum KCTC 13429 f
na

Pseudomonas aeruginosa DSM 500
71

Figura 6. Heatmap de identidade média de nucleotideos por ortologia (OrthoANI) entre o isolado
Bacillus sp. MPUR 39.2 e diferentes espécies tipo do género Bacillus calculados pelo software OAT

com Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 usado como um grupo externo (outlier).

Os valores de ANIb ANIm, Tetra e dDDH entre MPUR 39.2 e as espécies mais
proximas de Bacillus estao entre 91.38% a 97.84%; 92.50% a 98.86%; 0.45975% a
0.48314; 47.8% a 90.1%; 12.59% a 13.59%, respectivamente (Tabela 3).

Na agricultura, ambas as espécies descritas acima (B. tropicus e B. subtilis)
vém sendo amplamente estudadas para aplicagbes no controle biolégico e na
promogao de crescimento em plantas. No estudo conduzido por Dong et al. (2021),
foi investigado o potencial de controle biolégico contra a "podriddo mole" causada
pela bactéria Erwinia carotovora. Esta bactéria € responsavel por causar danos
significativos em culturas de brocolis com as “podridao da cabega” e do “talo oco”, o
que resulta em perdas econdmicas substanciais. Durante a pesquisa, foram
encontradas 53 variedades de bactérias no solo proximo as raizes das plantas, e
dentre essas, nove mostraram-se capazes de controlar efetivamente as bactérias
que causam a podridao mole, como evidenciado por testes laboratoriais. Essas

cepas foram escolhidas com base em uma série de critérios, incluindo analises
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fisicas e quimicas, testes em condicdes reais, estudo molecular, observacao visual
das caracteristicas das bactérias e experimentos de campo.

Quatro dessas cepas, conhecidas como CAB-L005, CAB-L012, CAB-L014 e
CAB-L022, apresentaram uma atividade significativa no controle das bactérias
patogénicas. A analise do DNA dessas cepas revelou uma forte semelhanga com
varias espécies de Bacillus: 100% para CAB-L0O05 com Bacillus tropicus, 99% para
CAB-L012 com Bacillus subtilis, 100% para CAB-L014 com Bacillus tequilensis e
100% para CAB-L022 com Bacillus cereus. Essas cepas também foram
bem-sucedidas em testes realizados em ambientes naturais, sugerindo que
poderiam ser uteis no controle da podriddo mole em diferentes tipos de plantacoes.

Jan et al., (2023) analisaram como um isolado de Bacillus que pode beneficiar
o crescimento das plantas em ambientes de laboratério controlados, examinando as
propriedades que estimulam esse crescimento. Estas propriedades incluem a
capacidade de produzir enzimas que quebram moléculas, acido indol-acético que
promove o crescimento, sideroforos que ajudam na aquisi¢ao de ferro, formacéao de
biofilme para prote¢do e solubilizagao de fosfato para disponibilizar este nutriente
essencial. Além disso, o teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) identificou
que o isolado Bacillus sp. FJ3 possui genes que tém o potencial de produzir
lipopeptideos benéficos para o crescimento das plantas, como fengicina, surfactina,
micosubtilina e pilpastatina.

Por meio de experimentos de antagonismo realizados em laboratorio, foi
observado que o isolado FJ3 exerceu uma forte inibicdo (52%) no crescimento do
fungo Fusarium oxysporum em comparagdo com as condicbes de controle néo
tratadas. Além disso, o isolado FJ3 demonstrou capacidade de competir com
sucesso contra os fungos Asperqgillus flavus, Aspergillus niger e Rhizopus oryzae. Os
resultados também mostraram que o extrato bruto de Bacillus, do qual o isolado FJ3
€ derivada, exibiu altos niveis de inibicdo no crescimento dos fungos Fusarium
oxysporum (92%), A. niger (90%), A. flavus (81,5%) e Rhizopus oryzae (56%).

Esses achados ressaltam o potencial dos Bacillus identificadas neste estudo
como agentes eficazes de controle biolégico, oferecendo assim uma perspectiva
promissora para o desenvolvimento de estratégias de combate a diversas doengas

em culturas agricolas.
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5.3 Genémica comparativa de Bacillus tropicus MAD 168 e Bacillus subtilis
MPUR 39.2

O isolado MAD 168 possui um tamanho de genoma de 6,09 MB, com um
conteudo de G+C de 35.5%, com o total de 6.135 genes, N50 de 735081 e 10 BGCs
(Tabela 4). A analise comparativa usando ARTS revelou maior numero de genes de
resisténcia de funcao conhecida (60), bem como identificou 40 genes de resisténcia
proximos de BGCs, indicando que esses BGCs podem ser responsaveis por

codificar moléculas com atividade antibiotica (Tabela 5).

Tabela 4. Caracteristicas do genoma do Bacillus tropicus MAD 168 e da espécie mais relacionada

Bacillus tropicus N24 T.

Caracteristicas MAD 168 Bacillus tropicus N24 T
Tamanho do genoma (MB) 6,09 5,22
Conteudo G+C 35.5 35.2
Genes (total) 6.135 5.331
N50 735081 207933
Clusters 10 8
Comparacéao de genes codificadores de proteinas
Proteinas 6.320 5.213
Clusters 4.859 4.757
Singletons 866 416

Tabela 5. Analise comparativa do genoma de Bacillus tropicus MAD 168 e Bacillus

tropicus N24 T.

Oraanismo Genes Genes Dggl:jcea Resisténcia BGCs Proximidad
g totais essenciais ¢ conhecida totais e BGC
genes
Bacillus tropicus
MAD 168 6135 823 0 60 10 40
Bacillus tropicus
N24 T 5331 823 0 55 8 22

A analise de ontologia de genes revelou a fungdo dos produtos génicos para
Bacillus tropicus MAD 168:
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Figura 7. Ontologia de genes preditos em Bacillus tropicus MAD 168: envelope celular (3%); fungao
desconhecida (4%); transcrigdo (4%); nao classificado (5%); purinas, pirimidinas, nucleosideos e
nucleotideos (5%); biossintese de aminoacidos (6%); destino de proteina (8%); biossintese de
cofatores, grupos prostéticos e transportadores (9%); metabolismo do DNA (9%); metabolismo
energético (10%); sintese de proteinas (30%) e o restante do gene central constituem coletivamente
de metabolismo de fosfolipidios de acidos graxos, e Proteinas hipotéticas, metabolismo intermediario

central e processos celulares.

O isolado MPUR 39.2 possui um tamanho de genoma de 8,21 MB, com um
conteudo de G+C de 56.7%, com o total de 8.020 genes, N50 de 174003 e 14 BGCs
(Tabela 6). A analise comparativa usando ARTS revelou maior numero de genes de
resisténcia de fungédo conhecida (65), bem como identificou 21 genes de resisténcia
proximos de BGCs, indicando que esses BGCs podem ser responsaveis por

codificar moléculas com atividade antibiética (Tabela 7).

Tabela 6. Caracteristicas do genoma do Bacillus subtilis MPUR 39.2 e da espécie mais relacionada
Bacillus subtilis ATCC 6051 T.

Caracteristicas MPUR 39.2 Bac:llusezubtllls ATCC
51T
Tamanho do genoma (MB) 8,21 4,24
Conteudo G+C 56.7 43.3
Genes (total) 8.020 4.434
N50 174003 926826
Clusters 14 16

Comparacao de genes codificadores de proteinas
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Proteinas 8.782 4.151
Clusters 3.976 3.665
Singletons 4.251 475

Tabela 7. Analise comparativa do genoma de Bacillus subtilis MPUR 39.2 e Bacillus subtilis ATCC
6051 T.

Oraanismo Genes Genes Dggl:;:: Resisténcia BGCs Proximidad
9 totais essenciais ¢ conhecida totais e BGC
genes
Bacillus subtilis
MPUR 39.2 8020 354 269 65 14 21
Bacillus subtilis
ATCC 6051 4434 318 14 38 16 18

A analise de ontologia de genes revelou a funcdo dos produtos génicos para
Bacillus subtilis MPUR 39.2:

Figura 8. Ontologia de genes preditos em Bacillus subtilis MPUR 39.2: envelope celular (3%);
transcricdo (4%); purinas, pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos (5%); fungao desconhecida (5%);
biossintese de aminoacidos (5%); néo classificado (7%); destino de proteina (7%); biossintese de
cofatores, grupos prostéticos e transportadores (9%); metabolismo do DNA (9%); metabolismo
energeético (13%); sintese de proteinas (27%) e o restante do gene central constituem coletivamente
de metabolismo de fosfolipidios de acidos graxos, e Proteinas hipotéticas, metabolismo intermediario

central e processos celulares.
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5.4 Mineracgao de clusters génicos biossintéticos em Bacillus tropicus MAD 168
e Bacillus subtilis MPUR 39.2

A linhagem de B. tropicus MAD 168 apresentou dez BGCs que codificam
cinco classes de metabdlitos secundarios (NRPs, terpenos, betalactonas, RiPP e
Peptideos lineares contendo azol). Dos dez BGCs identificados, quatro puderam ser
conectados com algum nivel de similaridade com vias biossintéticas ja
caracterizadas na literatura, sendo essas vias para produgcdo de fengicina,

bacillibactina, turincina e cofator de molibdénio (tabela 8).

Para confirmar a presenga dos genes biossintéticos responsaveis pela
producao dessas moléculas foi realizado uma analise de sintenia na qual confirmou
a presenga dos genes essenciais para producao de bacillibactina, também foram
confirmados os genes essenciais para producao de thuricin H, no entanto nao foi
possivel identificar o gene tnhP no qual codifica uma serina peptidase relacionado a
maturagcdo do peptideo produzido, ja a sintenia do BGC para fengicina revelou
apenas a presencga dos genes de decoragdo e 0s genes essenciais ndo foram
localizados pela analise do antiSMASH, também foi localizado o gene essencial para

o co-fator molibdénio moaA (Figura 9).

A presencga de genes relacionados a produg¢ao das moléculas descritas acima
demonstra o potencial biossintético da linhagem para producédo de antimicrobianos
tendo em vista que bacillibactina, fengicina e thuricin sdo potentes antibiéticos contra
linhagens patogenicas, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici e Pseudomonas
savastanoi, respectivamente (Tian et al., 2021; Lépeza et al., 2022; Bonaterra et
al.,2022). Uma variedade de lipopeptideos e de bacteriocinas produzidos por
bactérias Gram-positivas tém atraido a atengdo para o seu uso potencial em
diversas areas. Bacillus spp. parecem ser uma fonte relativamente abundante de
compostos antimicrobianos, uma vez que muitas espécies deste género sintetizam
peptideos e lipopeptideos com esta importante atividade biolégica (Nanjani et al.,
2022). Além disso, as bacteriocinas e os lipopeptideos (LP) produzidas por Bacillus
spp. demonstram uma diversidade distinta em suas atividades inibitérias e tém sido
estudadas em espécies diferentes, incluindo Bacillus cereus (Niode et al., 2021),
Bacillus velezensis (Fazle Rabbee & Baek, 2020), Bacillus vietamensis e Bacillus
marisflavi (Yu, et al., 2020).
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Em Bacillus amyloliquefaciens IBFCBF-5, a produgcdo de antimicrobianos

conhecidos como Fengicina, Surfactina, Bacilomicina, Bacilobactina e Plipastatina

apresentou efeitos inibitérios contra Phytophthora capsici, Sclerotinia sclerotiorum,

Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Luo, et

al., 2023).
Tabela 8. Grupos de genes de metabdlitos secundarios identificados no genoma de Bacillus tropicus
MAD 168
Bacillus sp. Bacillus
MAD 168 tropicus
N24 T
Regi&o do Acg:jlomerado
‘x Classe(s) genoma ompo sto Semelh ~ Adesao
Regiao PPA: . mais Funcao
Biossintética(a) (nucleotideo) lhante 2N¢a MIBIG n°
Comecar / Parar semefhan
conhecido
149.949 / Cofator de Fixacao de
Regiédo 1.1 Terpeno 171.802 molibdénio 17% nitrogénio BGC0000917 +
965.401 /
Regido 1.2 Tipo RiPP 974.024 N/D N/D N/D N/D -
1.037.180/
Regido 1.3 Tipo RiPP 1.047.506 N/D N/D N/D N/D -
1.094.159 /
Regido 1.4 Betalactona 1.119.397 Fengicina 40%  Antifungico BGC0001095 +
1.155.760 /
Regido 1.5 NRPS 1.220.374 N/D N/D N/D N/D -
1.293.604 /
Regiédo 1.6 NRP-metaléforo 1.345.332 Bacilibactina 85%  Sideréforo BGC0001185 +
Regiao 3.1 LAP 345.55/369.060 N/D N/D N/D N/D -
104.353 /
Regido 4.1 LAP 127.859 N/D N/D N/D N/D -
215.910/
Regiao 6.1 NRPS 276.497 N/D N/D N/D N/D -
351.995/
Regido 6.2 Contendo RRE 364.986 Turincina H 40% Bacteriocina BGC0000600 -
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Cofator de Molibdénio

BGC0000917

® Gene moaA, PF04055
BGC0000917:1-2477

MAD168_
v_36.9111_ID_2101:1-21854

2.5kb

Fengicina

BGC0001095
BGC0001005:1-49542 ® Gene yngE: Carboxil transferase
® Gene yngF: Enoil-CoA hidratase

Gene yngG: Betalactona

Proteina hipotética

Gene yngH: ATP-grasp
® Gene ynglJ: Acil-CoA

MAD168
3.9111_10_2101:1-25239

Bacilibactina
® Gene dhbF: NRPS
® Gene dhbB: Isocrorismatase
Gene dhbE: 2,3-dihidroxibenzoato-AMP ligase
Gene dhbC: Isocrorismato sintase
® Gene dhbA: 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato dehidrogenase

BGC0001185
BGCO001185:1-11721

MAD168
6.9111.1D_2101:1-51729

2.5kb

Turicina H

BGC0000600
BGC0000600:1-8141

® Gene thnB: Sactipeptideo, subtilosina

® Gene thnA2: Precursor de bacteriocina e turincina H2
Gene thnR: Regulagdo
Gene thnD: Proteina de transporte

MAD168 . .
® Gene thnE: Proteina permease putativa

761 (reversed):12992-1

—
2.5kb

Figura 9. Sintenia para identificacdo de genes pertencentes ao BGCs caracterizados no genoma da

espécie B. tropicus MAD 168.
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A linhagem de B. subtilis MPUR 39.2 apresentou 15 BGCs que codificam sete
PKSs,

epipetideos, sactipeptideo, e CDPS). Dos quinze BGCs identificados, doze puderam

classes de metabdlitos secundarios (NRPSs, terpenos, betalactonas,
ser conectados com algum nivel de similaridade com vias biossintéticas ja
caracterizadas na literatura, sendo essas vias para producdo de acido carbapeno,
fengicina, bacilo, taislantatina, bacilisina, subtilosina A, &acido pulcherriminico,
bacillibactina, surfactina, microansamicina, carotendide e plipastatina (Tabela 9).

Tabela 9. Grupos de genes de metabdlitos secundarios identificados no genoma de Bacillus subtilis
MPUR 39.2

Bacillus Bacillus
subtilis subtilis

MPUR 39.2 ATCC

6051
Regiao do Aglomerado Seme
Regido Classe(s) genoma Composto mais lhang Funcao Adesao
Biossintética(a) (nucleotideo) semelhante a MIBIG n°
Comecar / Parar conhecido

850.681/ Acido

Regigo 1.1 PKS Tipo 3 891.563 carbapeno 16% N/D N/D +
940.475/

Regiao 1.2 Terpeno 961.327 N/D N/D N/D N/D -
1.044.766 /

Regido 1.3 Betalactona 1.111.136 Fengicina 100%  Antifangico  BGC0001095 +
1.192.378 /

Regido 1.4 PKS 1.296.736 Bacilo 100%  Antibidtico = BGC0001089 +
1.659.812 /

Regido 1.5 NRPS 1.722.724 N/D N/D N/D N/D -
1.929.379 /

Regido 1.6 Terpeno 1.950.182 N/D N/D N/D N/D +

Regido 2.1 Epipeptideo 89.998/111.696 Taislantatina A 10% Antiproliferativo N/D +
336.541/

Regido 2.2 Outro 377.959 Bacilisina 100% Antibacteriano BGC0001184 +
384.743 /

Regido 2.3  Sactipeptideo 406.354 Subtilosina A 100%  Antibidtico BGC0000602 +
630.506 / Acido

Regiéo 2.4 CDPS 651.252 pulcherriminico 100% Antibacteriano BGC0002103 +
935.820 /

Regido 2.5 NRPS 987.597 Bacilibactina  100% Siderdéforo BGC0000309 +
216.509 /

Regido 3.1 NRPS 281.897 Surfactina 82% Antibiético = BGC0000433 +
Regiao 47.1 Betalactona 1/37.717 Microansamicina 7% N/D N/D -
Regido 65.1 Terpeno 2.397 1 21.775 Carotendide 28% N/D N/D -
Regido 92.1 NRPS 1/10.413 Plipastatina 23% N/D N/D +
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Para confirmar a presenga dos genes biossintéticos responsaveis pela
producado dessas moléculas foi realizado uma analise de sintenia de trés desses
BGCs na qual confirmou a presenca dos genes essenciais para producao de
bacilisina, também foram confirmados os genes essenciais para produg¢ao do acido

pulcherriminico, e também para o lipopeptideo surfactina (Figura 10).

A presencga de genes relacionados a produg¢ao das moléculas descritas acima
demonstra o potencial biossintético da linhagem para produgao de antimicrobianos e
promotores de crescimento, tendo em vista que bacilisina, acido pulcherriminico e
surfactina sdo potentes antifungico, produtor de sideréforos e antibacteriano (Chen
et al., 2009; Gore (2019); Debois et al., 2015).

Bacilisina

® Gene ywfG: aminotransferase
® Gene back: transporte
Gene bacD: biossintese de bacilisina
| Gene bacC: biossintese de bacilisina C
BGC0001184 | Gene bacB: biossintese de bacilisina B
BGC0001184 (reversed):7295-1 Gene bacA: biossintese de bacilisina A
® Gene ywfA: transporte

MPUR39.2
_cov_46,999_1D_11984:1-41419

Acido pulcherriminico

BGC0002103 _K]q_m

® Gene pchE: transportador

® Gene pchR: regulador transcriptional do acido pulcherriminico
Gene pchC: precursor do acido pulcherimminico
Gene cypX: dipeptideo oxidase, pulcheriminico sintase
Gene yvnB: regulador transcripcional putativa

® Gene yvnB: exportacdo de hidrolase putativa

BGCO002103:1-8695

MPUR39.2
984 (reversed):20747-1

2.5kb

Surfactina

BGC0000433
BGC0000433:1-41884

MPUR39.2_NODE
982 (reversed):65389-1

o
2.5kb

Gene hxrL: Regulador transcricional

® Gene yckJ: Aminoacido ABC transportador
® Gene yckl: transportador
® Gene yczE: proteina de membrana
® Gene sfp: fosfopanteteinil transferase
® Gene ycxD: aminotransferase
Gene ycxc: transportador
Gene srfAD: surfactina sintetase D
Gene srfAC: biossintes de surfactina
Gene srfAA: surfactina sintetase A

Gene hxlA: proteina hipotética
Gene hxIB: proteina hipotética
Gene nuC: proteina hipotética
Gene niN: proteina hipotética
® Gene yckE: proteina hipotética
® Gene yckD: proteina hipotética
® Gene yckC: protina hipotética
® Gene yciC: proteina cobalamina
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Figura 10. Sintenia para identificacdo de genes pertencentes ao BGCs caracterizados no genoma da
espécie B. subtilis MPUR 39.2.

5.5 Potencial antagonico in vitro dos isolados de Bacillus tropicus MAD 168 e

Bacillus subtilis MPUR 39.2 sp. contra diferentes fitopatégenos

As linhagens MAD 168 e MPUR 39.2 apresentaram tanto baixa, quanto alta
capacidade de inibicdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos testados. O
isolado MAD 168 n&o apresentou inibicdo frente a dois fitopatogenos N.
formicidarum 609 e S. rolfsii 2941. Inibicdo acima de 70% foi observado para
Colletotrichum spaethianum INPA 2908 (74,7%); Colletotrichum guaranicola INPA
2939 (78,3%) e Moniliophthora perniciosa Mp01 (79,5%) (Figura 9).

A linhagem MPUR 39.2 apresentou atividade antagonista contra todos os 15
patdégenos testados sendo a menor inibicao contra N. formicidarum 609 (28,9%) e a
maior contra Colletotrichum gquaranicola INPA 2939 (97,1%). Dos quinze
fitopatogenos testados, sete apresentaram inibicdo foi acima de 70%: Fusarium
decemcellulare Fdc 307 (70,0%); N. formicidarum 2917 (73,75%); Colletotrichum
cassiicola INPA 2671 (75%); S. rolfsii 2941 (75,0%); Colletotrichum sp. 2973
(77,0%); Colletotrichum spaethianum INPA 2908 (78,3%) e Moniliophthora perniciosa
MpO1 (81,5%) (Figura 11).
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CONTROLE MAD 168 MPUR 39.2

C. theobromicola INPA 1809

C. scovillei INPA 2910

Continuagdo
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CONTROLE MAD 168 MPUR 39.2
C. cassiicola INPA 2671

M. Perniciosa Mp01

N. formicarum 609

Continuagéo
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CONTROLE MAD 168 MPUR 39.2
31,25%

N. formicidarium 2917 73,75%

e
r 8

Figura 11. Atividade antagénica in vitro das linhagens de Bacillus MAD 168 e MPUR 39.2 obtida por

meio do teste de cultura pareada frente a 15 fitopatégenos.

O efeito antagonista obtido in vitro por diferentes espécies de Bacillus tém
sido extensivamente reportado na literatura contra diferentes fitopatdgenos como
Magnaporthe oryzae onde B. velezensis LUBV19 inibigao de crescimento micelial de
75.55% (Wang et al., 2023). Muitas espécies de Bacillus reduzem o crescimento de
patdgenos por meio da produgcdo de compostos organicos volateis (VOCs) como
observado na linhagem de B. velezensis CT32, que produz VOCs capazes de
controlar Verticillium dahliae e Fusarium oxysporum com inibicdo de 66.94% e
45.72% do crescimento micelial, respectivamente (Li et al., 2020). A linhagem
Bacillus amyloliquefaciens CGMCC 5569 mostrou forte atividade de controle do
crescimento in vitro de Lasiodiplodia rubropurpurea, Lasiodiplodia crassispora e
Lasiodiplodia theobromae, inibindo o crescimento dos patdogenos em cerca de
70,22%, 69,53% e 78,76%, respectivamente (Xia et al., 2022).
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Controle de patégenos poés-colheita com base em espécies de Bacillus
também tém sido reportadas. Bacillus halotolerans KLBC XJ-5, controlou o
crescimento micelial in vitro, bem como a germinagao de conidios de B. cinerea em
morangos (Wang et al., 2021).

As triagens in vitro usando métodos de pareamento de cultura tem auxiliado
na selegdo de linhagens para o controle de patégenos in planta. Bacillus
amyloliquefaciens YTB1407 apresentou inibicdo do crescimento micelial de
Fusarium solani e Ceratocystis fimbriata, e quando avaliada in planta foi capaz de
elicitar respostas de defesa em batata doce contra esses patdogenos, apresentando

controle da doenga em 83,33 e 49,95 respectivamente (Wang et al. 2020).

5.6 Anadlise in planta do efeito do Bacillus subtilis MPUR 39.2 contra
Rhizoctonia INPA 2942 em feijao-caupi

Nos testes in planta, realizados em casa de vegetagcado utilizando como
antagonista o isolado MPUR 39.2 no controle do tombamento causado por
Rhizoctonia sp. em feijao-caupi (cultivar BRS Novaera), a severidade em avaliada
em notas entre as plantas inoculadas somente com o patégeno em relagdo ao
tratamento com patégeno + MPUR 39.2 nado obtiveram diferenca estatistica
significativa, percebe-se a partir dos dados do Gréfico 1. que os 2 tratamentos nao

se diferem entre si.

Tabela 10. Avaliagdo do efeito Bacillus MPUR 39.2 na severidade do tombamento causado por

Rhizoctonia sp. em feijao-caupi (cultivar BRS Novaera).

Tratamento Nota Média Parte Média Raiz
Aérea (cm) (cm)
T1- H20 0 93,1 19,4
T2- Rhizoctonia sp. 1,9+0,7 97,6 20,1
T3- MPUR 39.2 + Rhizoctonia sp. 1,940,6 94,4 21,2

T4- MPUR 39.2 0 109,4 25,7
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T2 T3 T4

Fitopatogeno Fitopatégeno + Bactéria Bactéria

Figura 12. Avaliagdo fenotipica da parte aérea e sistema radicular em feijdo-caupi cultivar BRS
Novaera, sob diferentes tratamentos na avaliagdo do efeito de Bacillus MPUR 39.2 no tombamento

causado por Rhizoctonia: T1) plantas inoculadas apenas com agua; T2) plantas inoculadas apenas

com fitopatdgeno; T3) plantas inoculadas com o isolado MPUR 39.2 e o fitopatégeno; T4) plantas

inoculadas apenas com o] isolado MPUR 39.2
MPUR 39.2
MPUR 392 e Rhizoctonia sp. INPA 2942 ' } g { s
% %k %k

Controle Negativo*1

Escala de nota de severidade da infecgio

0 - plantulas sadias

1 - intensidade de lesao leve

2 - intensidade de lesdo moderada
3 - intensidade de leséo severa



52

Grafico 1. Avaliagado estatistica com o teste de Wilcoxon para verificagao da severidade da doenga

nos tratamentos in planta.

Mesmo apresentando resultados negativos no controle in planta da
Rhizoctonia em feijoeiros no presente estudo, os Bacillus vem sendo empregados no
controle bioldégico de diversas doengas fungicas e bacterianas em varias culturas. No
estudo realizado por Bojorquez et al., (2021), foram coletados 37 isolados
bacterianos nativos da rizosfera do feijdo comum e avaliada sua atividade
antagbnica contra o fungo Macrophomina phaseolina. Em testes realizados em
condi¢des de cultivo, utilizando sementes inoculadas com os isolados de Bacillus
BA97, BN17, BN20 e BR20, constatou-se que BA97 e BN17 apresentaram efeitos
positivos no comprimento das raizes das plantas.

Por outro lado, BN20 demonstrou impacto positivo na massa fresca das
raizes e no comprimento tanto das raizes quanto dos brotos. Entretanto, o aumento
observado no comprimento das raizes e parte aérea das plantas tratadas foi
semelhante ao das plantas de controle ndo tratadas. Ja as plantas tratadas com
BR20 ndo mostraram diferengas significativas em relacdo as plantas controle
inoculadas com M. phaseolina, sugerindo que este isolado nao proporcionou
controle eficaz da doenca.

Analisando o indice de doenca (Dl) e o efeito de biocontrole (BE%),
observou-se que os isolados BA97, BN17 e BR20 resultaram em um DI% = 50%
(54,4-68,6%) e um BE% < 50% (11,1-14,8%). No entanto, o isolado BN20
destacou-se, proporcionando um controle mais eficaz sobre o patdégeno, com um
DI% de 34,3% e um BE% de 55,5%. Esses resultados sugerem que o isolado BN20
possui um potencial significativo como agente de controle biolégico contra M.

phaseolina.

5.7 Analise qualitativa da producao de amilase, celulase, protease, quitinase,

sideroforos e solubilizagao de fosfato

Nos testes de producdo in vitro de amilase, celulase, protease, lipase e
quitinase, além do teste em solubilizar o fosfato de ferro e produzir sideroforos,
somente B. tropicus MAD 168 foi capaz de produzir uma enzima hidrolitica, a

celulase. A partir dos dados apresentados, podemos observar na Tabela 11, o perfil
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de produgdo de enzimas de interesse biotecnoldgico pelas linhagens MAD 168 e
MPUR 39.2.

Tabela 11. Avaliagdo qualitativa de atividade enzimatica, produgao de siderdforos e solubilizagédo de

fosfato

Enzimas hidroliticas MAD 168 MPUR 39.2

Amilase - -

Celulase + -
Quitinase - -

Lipase - -
Protease - -
Sideroforo - -
Solubilizagao de Fosfato - -

(+) atividade detectada (-) auséncia de atividade

Uma grande variedade de enzimas biologicamente ativas é produzida por
diversas espécies de Bacillus spp. dando a elas diversas vantagens competitivas e
permitindo interacdo com diversos outros organismos (Yang et al., 2019). Como
evidenciado nos resultados apresentados, algumas espécies de Bacillus sao
descritas na literatura como produtoras de celulases: B. subtilis ZIM3 (Dai et al.,
2020); B. subtilis VS15 (Ega et al., 2020); e B. pseudomycoides (Pramanik et al.,
2021);

O substancial aumento do interesse na producdo de celulases, devido
principalmente as instabilidades na obtengdo de combustiveis fosseis, promoveu a
identificacdo e melhoramento genético de dezenas de microrganismos produtores
destas enzimas. Carboidrases (como amilase e celulase) responderam por mais de
47,0% do faturamento global do mercado enzimatico em 2019. Os avangos das
pesquisas sobre celulases ocorreram em diversas areas do conhecimento (Ega et
al., 2020).

Contribui¢des cientificas vém sendo dadas continuamente, principalmente ao
isolamento de microrganismos produtores de celulases, ao aumento da expressao
de celulases por mutagdes génicas, a purificacdo e caracterizagdo de componentes

celulésicos, clonagem e expressdao de genes, determinagcdo de estruturas
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tridimensionais das celulases e a demonstracdo do potencial industrial dessas

enzimas (Pramanik et al., 2021).
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista as metas propostas e os resultados obtidos na presente

pesquisa, as seguintes consideragcdes podem ser apresentadas:

e A macro e micromorfologia e os indices gerais do genoma completo, indicam
que a linhagem MAD 168 corresponde a espécie Bacillus tropicus e a
linhagem MPUR 39.2 pertence a espécies Bacillus subtilis.

e A mineragdo genémica de Bacillus tropicus MAD 168 demonstrou a presenca
de dez clusters biossintéticos, tendo entre eles, NRPSs como a fengicina e
bacilibactina e PKS como a Turincina H. A linhagem Bacillus subtilis MPUR
39.2 demonstrou a presenga de quinze clusters biossintéticos, tendo entre
eles, NRPSs, PKSs, terpenos, betalactonas, epipetideos, sactipeptideo, e
CDPS;

e As duas linhagens de Bacillus sp. apresentaram inibicao contra a maioria dos
fitopatégenos. A avaliagao in vitro indicou que o isolado MAD 168 (Bacillus
tropicus) obteve valores de inibigdo acima de 50%, variando de 53,3 a 79,5%;
e o isolado MPUR 39.2 (Bacillus subtilis.) variou de 58,1 a 97,1%;

e Dentre as duas linhagens de Bacillus sp. somente MAD 168 apresentou
potencial de producao enzimatica in vitro (producao de celulase).

e in planta o isolado MPUR 39.2 utilizado controle da Rhizoctonia sp. em
feijdo-caupi (cultivar BRS Novaera) ndo obtiveram diferenca estatistica

significativa utilizando a escala de notas.
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