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RESUMO

Frente aos desafios da agricultura global, as praticas agricolas tradicionais
baseadas em fertilizantes quimicos e pesticidas tém se mostrado inviaveis a
longo prazo devido aos impactos ambientais irreversiveis, tornando
indispensavel a adogéo de alternativas sustentaveis. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar filogeneticamente isolados bacterianos de solo
agricola por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA, avaliando seu
potencial de aplicacdo como bioinsumos. Para isso, foram selecionados 11
isolados bacterianos provenientes de solos de diferentes culturas, os quais
foram cultivados e submetidos a extracdo de DNA para amplificacdo e
sequenciamento do referido gene. As andlises das assinaturas moleculares
foram realizadas por ferramentas de bioinformatica, permitindo a construgao de
um dendrograma filogenético que integrou as sequéncias obtidas, 6 isolados do
estoque do Laboratorio de Genética Bacteriana e Biologia Aplicada (LGBBA),
12 linhagens comerciais predefinidas e sequéncias complementares de
organismos relacionados. Os resultados revelaram proximidades filogenéticas
consistentes entre os isolados do estudo e as cepas comerciais. O clado
pertencente a ordem Caryophanales representou o agrupamento mais
complexo da arvore, reunindo de forma robusta os isolados BioAdd 1, BioAdd
2, BioAdd 3, BioAdd 4, BioAdd 5 e V05 13, que compartilharam o mesmo né
com as linhagens comerciais Bacillus mojavensis MVY-007, Bacillus
amyloliquefaciens MVY-008, Bacillus aryabhattai MVY-004 e Bacillus
megaterium. Conclui-se que a proximidade evolutiva observada consolida a
abordagem filogenética como uma ferramenta biotecnoldgica eficaz para a
triagem e identificacdo de potenciais bioinsumos agricolas. Esse mapeamento
abre perspectivas promissoras para a realizagao de futuros ensaios in vitro e in
vivo voltados a confirmacdo das atividades de promogao de crescimento
vegetal, solubilizagao de fosfato, producao de fitorménios e biocontrole.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel; Filogenia; Bacteriologia do solo;
Diversidade genética; Bioinsumos agricolas.
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ABSTRACT

Faced with the challenges of global agriculture, traditional farming practices
based on chemical fertilizers and pesticides have proven unviable in the long
term due to irreversible environmental impacts, making the adoption of
sustainable alternatives indispensable. This study aimed to phylogenetically
characterize bacterial isolates from agricultural soil through 16S rRNA gene
sequencing and evaluate their potential application as agricultural bioinputs. To
this end, 11 bacterial isolates from soils of different crops were selected,
cultivated, and subjected to DNA extraction for the amplification and sequencing
of the target gene. Molecular signature analyses were performed using
bioinformatics tools to construct a phylogenetic dendrogram integrating the
obtained sequences, 6 isolates from the Laboratory of Bacterial Genetics and
Applied Biology (LGBBA) stock, and 12 predefined commercial strains. The
results revealed consistent phylogenetic proximities between the study isolates
and commercial strains. The clade belonging to the order Caryophanales
represented the largest and most complex cluster in the tree, robustly grouping
the isolates BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3, BioAdd 4, BioAdd 5, and V05_13,
which shared the same node with the commercial strains Bacillus mojavensis
MVY-007, Bacillus amyloliquefaciens MVY-008, Bacillus aryabhattai MVY-004,
and Bacillus megaterium. It is concluded that the observed evolutionary
proximity consolidates the phylogenetic approach as an effective
biotechnological tool for screening and identifying potential agricultural
bioinputs. This mapping opens promising prospects for future vitro and vivo
assays to confirm plant growth-promoting activities, phosphate solubilization,
phytohormone production, and biocontrol.

Keywords: Sustainable agriculture; Phylogeny; Soil bacteriology; Genetic
diversity;Agriculturalbioinputs.
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1. INTRODUGAO

A agricultura global se vé a frente de um enorme problema. O rapido
crescimento populacional e 0 aumento da poluigdo ambiental tém um impacto severo
na produgao global de alimentos (MUSHTAQ, 2021). Demanda-se um aumento de
cerca de 50% na produtividade agricola até o ano de 2050 (FLORENCIO et al.,
2022). Aléem disso, as praticas agricolas tradicionais dependem fortemente de
fertilizantes quimicos e pesticidas para aumentar a produtividade das culturas
(SINGH et al., 2026).

No contexto da agricultura brasileira, por o pais se destacar como um dos
maiores produtores de alimentos do mundo acaba se tornando também um dos
maiores consumidores de fertilizantes quimicos. Esse alto consumo de insumos
agricolas €& impulsionado por caracteristicas tropicais, tais como: solos com
fertilidade natural predominantemente baixa, intensa pressdo de pragas e longo
periodo agricola, com possibilidade de colheita de até trés safras por ano sem
irrigacao (VAZ et al., 2025).

Contudo, mesmo que esses insumos quimicos apresentem resultados diretos
no aumento da producgdo, eles s&o inviaveis a longo prazo, especialmente quando
utiizados de forma descontrolada. Fertilizantes fosfatados e nitrogenados tém
gerado problemas relacionados a lixiviagdo, como a eutrofizagdo de rios e lagos
(FLORENCIO et al., 2022). O problema nao reside apenas na aplicagdo desses
fertilizantes, mas também em seu processo de produgao em larga escala, que gera

impactos significativos para o meio ambiente.

Dessa maneira, torna-se indispensavel a adogdo de praticas agricolas
sustentaveis a longo prazo. Para isso, o governo brasileiro tem se empenhado em
expandir e fortalecer a producéo e o uso de bioinsumos no controle de pragas e na
nutricdo de plantas (Fig. 1) (VAZ et al., 2025).



DEPENDENCIA DE
INSUMOS QUIMICOS.

Figura 1 — Praticas Agricolas
Fonte: gerado através da IA Gemini pelo proprio autor.

Considera-se bioinsumo o produto, o processo ou a tecnologia de origem
vegetal, animal ou microbiana destinado ao uso na produgéo, no armazenamento e
no beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de producdo aquaticos
ou de florestas plantadas, que interfira positivamente no crescimento, no

desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais (VIDAL, 2023).

Bactérias nao patogénicas do solo, com capacidade de antagonizar
fitopatégenos fungicos e, assim, promover o crescimento vegetal, representam uma
alternativa atraente para substituir os agroquimicos (BAKTHAVATCHALU et al,,
2012). As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) sdo um grupo
benéfico de microrganismos da rizosfera que podem aumentar o crescimento das
plantas por meio de varios processos, como a absorgdo de nutrientes, a sintese de
sideroforos, a sintese de fito-hormbnios, a fixacdo de N, a solubilizagao de fésforo
insoluvel, a introdugdo de genes de tolerancia sistémica, a sintese de ACC
deaminase e a producao de diversos compostos organicos volateis (COVs) (RIAZ et
al., 2021). As bactérias do grupo dos rizébios (Fig. 2) (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium) sao as mais reportadas na literatura
(FLORENCIO et al., 2022).



ANTAGONISMO CONTRA

FITOPATOGENOS FUNGICOS
ARIZOSFERA:

ONDE A MAGICA
ACONTIECE

A RIZOSFERA:
ONDE A MAGICA
ACONTECE

PGPR_
(RIZOBACTERIAS
PROMOTORAS DE

CRESCIMENTO VEGETAL)

BACTERIAS DO ANTAGONISMO CONTRA
GRUPO DOS RIZOBIOS M FITOPATOGENOS FUNGICOS
§ (FLORENCIO et al., 2022)

Figura 2 — Local de atuacado das Rhizobactérias

Fonte: gerado através da IA Gemini pelo proprio autor.

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) estimulam o
desenvolvimento vegetal por mecanismos diretos ou indiretos (BHATTACHARYYA;
JHA, 2012). De forma direta, atuam como biofertilizantes e fitoestimuladores através
da fixagao bioldgica de nitrogénio (VESSEY, 2003) e da solubilizagdo de fésforo via
liberacao de protons e acidos organicos (RICHARDSON et al., 2009).

Além disso, sintetizam fito-hormdnios (como auxinas, giberelinas e citocininas)
que expandem a area superficial das raizes (HAN et al., 2005; WERNER et al., 2003)
e produzem a enzima ACC-deaminase, que minimiza os efeitos deletérios do etileno
sob estresses ambientais (DUAN et al., 2009). Indiretamente, funcionam como
agentes de biocontrole e biopesticidas ao privar fitopatdégenos de ferro pela secrecao
de sideroforos (AKHTAR; SIDDIQUI, 2010) e ao liberar compostos volateis
supressores, como o cianeto de hidrogénio (Fig. 3) (HCN) (HAAS; KEEL, 2003).
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Figura 3 — Mecanismos de ac&o das Rhizobactérias

Fonte: gerado através da IA Gemini pelo proprio autor.

Por fim, combatem pragas e doengas pela producdo de antibidticos que
ativam genes de resisténcia sistémica induzida (ISR) na planta hospedeira
(FERNANDO et al., 2005) e pela sintese de lipopeptideos ciclicos que abrem canais
ibnicos nas membranas dos patdgenos, provocando a sua citélise (QUAN et al.,
2010).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi explorar o banco de bactérias do
solo do estoque armazenado no Laboratério de Genética Aplicada (LGA), vinculado
ao LGBBA, com vistas a aplicagao biotecnolégica como RPCP, de forma a aumentar
o leque de opgdes a serem exploradas como bioinsumos agricolas e comparar esses

isolados com aqueles que ja sao disponibilizados no mercado agricola.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar filogeneticamente isolados bacterianos de solo agricola por

sequenciamento do gene 16S rRNA e avaliar seu potencial de aplicagdo como

bioinsumos agricolas.
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2.2 Especificos

Os objetivos especificos consistiram em:

Identificar taxonomicamente os isolados bacterianos isolados de solo agricola

nacional;

Inferir relagdes filogenéticos e determinar a diversidade bacteriana;

Comparar os isolados com linhagens de rizobactéiras promotoras do

crescimento de plantas (RPCP) de uso comercial;

Prospectar o potencial agrobiotecnolégico dos taxons identificados a partir dos

isolados bacterinaos do solo, baseado nas evidéncias de afiliagdo taxonomia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos de solo agrocultivavel.

Partes das estirpes utilizadas para caracterizacdo molecular foram originarias
a partir de amostras de solo, coletadas em fevereiro de 2011, na Fazenda Itaqueré,
Usina Santa Fé S.A., em Nova Europa/SP. As amostras foram retiradas de solos
distintos: (i) Solo sob cultivo de Cana-de-agucar RB965911 (4° estagio de corte),
fertirrigado com vinhaga por trés anos consecutivos (2008/2009/2010) e (ii) Solo do
canal mestre de distribuicdo de vinhaga (Fig. 4)

12
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Figura 4. Localizagcdo geografica dos sitios de coleta na Fazenda Itaqueré, Nova
Europa/SP. (A) Regido correspondente a Usina Santa Fé S.A, com area de plantio.
(B) Detalhe do canal mestre de distribuicdo de vinhaga. (Imagens: Google Earth,
Wikipedia e Omori, W.P.)

Algumas caracteristicas edafoclimaticas correspondentes a area de coleta
foram: (i) classificagédo climatica de Koppen-Geiger: tipo Aw, clima tropical chuvoso
com estagao seca de Inverno; (ii) temperatura média: 25,2°C; (iii) precipitagcdo média:
195,5 mm; (iv) precipitacdo média do ano anterior ao da coleta (2010): 33,0 mm
(CEPAGRI, 2017); e (v) condicdes do canal mestre de vinhaga: parcialmente
assoreado pela deposicdo de sedimentos deslocados pelas fortes chuvas no
periodo. Os solos foram amostrados e coletados na profundidade de 0-20 cm
conforme descrito por Omori e colaboradores (2016). A analise das caracteristicas
quimicas dos solos foi realizada pelo Laboratério de Analise de Solo (Departamento
de Solos e Adubos, FCAV/UNESP).

Os isolados bacterianos foram obtidos apdés homogeneizacéo e diluicao
seriada de 1 g de amostra dos solos em solugao salina [NaCl 0.85% (p/v)], a 250 rpm
por 30 min a temperatura ambiente. Diluicbes de 10-5 — 10-8 foram distribuidas em
meio solido de cultivo “PEG” [composto por (g/L): K2HPO4 (0,6), MgSO4 (0,2), NaCl
(0,1), Extrato de Levedura (1,0), Glicose (10,0), e Agar (9,0); pH 6,9], acrescido de
cicloheximida (300 pg/mL), e incubadas por 15 dias a 28°C. Colbnias distintas foram
obtidas e cultivadas em meio PEG liquido, por 48 hs a 28°C, 120 rpm, e estocadas

em ultrafreezer a -80°C na presencga de glicerol [20% (v/v)]. A colegao constituiu-se

13



em 40 isolados morfologicamente distintos, depositados no Laboratério de Genética
Aplicada (DB/FCAV/UNESP) e Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas (LBMP/FCAV/UNESP).]

3.2 Cultivo bacteriano, extragao de DNA e amplificagcao do gene 16S RRNA.

Foram selecionados 11 isolados bacterianos, designados: EV05, EVO0S,
V05_13, V05_22, V05_6, V05D, V20B, V20C, V20F, V20G e V20L. A nomenclatura
“‘EV” refere-se ao solo do canal mestre de distribuicdo de vinhaga, enquanto “V”
refere-se ao solo sob cultivo de cana-de-agucar, fertirrigado com vinhaca.

Apds cultivo em meio PEG liquido, as culturas tiveram suas D.O. (600 nm)
padronizadas em aproximadamente 0,800, no periodo de 17 — 48 hrs. Cerca de 1 ml
da cultura, correspondente a 50 mg de células, foram sedimentados e lavados em
solugao salina [NaCl 0.85% (p/v)] para proceder-se a extracao de DNA, baseado na
adaptacdo do método desenvolvido para obtencdo de DNA total de bactérias
(Marmur, 1961). A lise celular foi realizada através da adigdo de enzima lisozima (20
mg/mL), na presenca de RNAse (50 ug/mL). Em seguida, procedeu-se a dissociagcao
do complexo DNA/proteinas por meio da desnaturagdgo com 2,0 % (p/v) do
detergente Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e aumento da forga idbnica com 1 M
Acetato de Sddio, pH 5,2. A separacdo do DNA de outras macromoléculas aconteceu
pela extracdo organica com um volume de Cloroférmio: Alcool Isoamilico [24:1 (v/v)]
e a precipitacdo do DNA com 2 volumes de Etanol. As amostras tiveram o excesso
de etanol evaporado em Concentrator Plus (Eppendorf), na opgado D-AL e sem ajuste
de temperatura. O DNA foi ressupendido em 100 pL de TE (10:1) pH 8,0, overnight a
4 °C. Apés caracterizagao eletroforética [Agarose 0,8 % (p/v)] e quantificacédo do
DNA em aparelho Nanodrop 1000 Spectrophotometer (ThermoScientific -—
Uniscience), as amostras de DNA foram estocadas em freezer -20 °C.

Foram obtidos amplicons de 1,5 Kb a partir do gene 16S rRNA, para
determinacdo da assinatura molecular de cada isolado, através de PCR. Foram
aplicados os oligonucleotideos iniciadores (primers) universais fD1 (8-27) <5’-AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’> e rD1 (1525-1541) <6’-AAG GAG GTG ATC CAG

14



CC-3'> (Weisburg et al.,, 1991), descritos para as regides alvo de Escherichia coli
K12. A reacédo de amplificagao consistiu em: 40,0 ng DNA molde; 7,5 pmol de cada
primer universal; 1,75 mM MgCI2; 0,2 mM de Desoxirribonucleotideos Trifosfatos
(dNTPs); 2,0 pl de Tampéo 10X; 1U da enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em
um volume final de 20 yL. O programa de amplificagao foi: 94°C/5 min; 35 ciclos a
94°C/30 s, 56°C/40 s, 72°C/90 s; 72°C/7 min, realizados em um termociclador PTC-
100™ Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.). O tamanho e pureza

dos amplicons gerados foram verificados por eletroforese [Agarose 1,5 % (p/v)].

3.3 Sequenciamento dos amplicons 16S rRNA.

Os amplicons produzidos por PCR tiveram suas sequéncias de DNA
determinadas para identificacdo do género bacteriano afiliado. Dada a pureza das
reacoes de PCR, reacbdes de sequenciamento de DNA foram realizadas sem a
necessidade de purificagdo adicional dos amplicons. Para as amplificacbes de
sequenciamento de DNA, além dos primers externos (fD1 e rD1), foram utilizados os
primers internos a regidao 16S rRNA (1,5 Kb), desenhados por L. M. Cruz e descritos
por Menna e colaboradores (2006): 362f (339-362) <5'-
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3">, 786f (764-786) (5-
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3") e 1203f (1179-1203) (5"
GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3'). A cobertura concatenada do amplicon
atinge em média até 1,3 Kb.

As reacbes de sequenciamento foram padronizadas para um volume final de
10 plI, utiizando os seguintes reagentes: 0,5 pmol de primer; tampao de
sequenciamento 1X; 1,0 yl de enzima BigDye (Thermo Fisher Scientific); 7 ng de
DNA total bacteriano (para os primers fD1 e rD1) ou 7 ng de amplicon 16S rRNA
(para os primers 362f, 786f €1203f). O programa de amplificagédo foi: 96°C/2 min; 40
ciclos a 96°C/10 s, 52°C/20 s, 60°C/4 min. Cada reacdo de sequenciamento foi
precipitada com 80 ul de isopropanol 75% (v/v) e submetida a sucessivas lavagens
em etanol 70% (v/v) gelado, para remocdo dos Dideoxinucleotideos Trifosfatos
(ddNTPs) marcados nao incorporados a reagao. As amostras foram secas em fluxo
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laminar por 1 h, ressuspendidas com 9,0 uyl de Hi-Di Formamide (4311320 - ABI
Prism) e desnaturadas a 95°C por 5 min. O sequenciamento dos amplicons foi
realizado no sequenciador capilar modelo ABI 3100 Automated Sequencer
(PerkinElmer).

3.4 Analises das assinaturas moleculares dos isolados bacterianos através de

bioinformatica.

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador capilar foram avaliados
quanto a qualidade (Phred = 20). O gene 16S rRNA foi concatenado nos seus
aproximadamente 1,5 Kb pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (Gordon et
al., 1998). Apés a montagem dos contigs 16S rRNA, as sequencias foram
submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos contra o banco de dados de
nucleotideos (ndo redundante) do GenBank (National Center for Biotecnology
Information — NCBI), utilizando a ferramenta nucleotide BLAST (BLASTn) (Altschul et
al., 1990).

3.5 Estoque de laboratério

As bactérias Bacillus cereus (BioAdd 1), Bacillus thuringiensis (BioAdd 2),
Bacillus cereus (BioAdd 3), Bacillus cereus (BioAdd 4), Bacillus widmannii (BioAdd
5), Paenibacillus alvei (AgN31) sao provenientes do estoque pertencente ao
“Laboratério de Genética Aplicada”, do Departamento de Biologia, localizado na

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, unidade de Jaboticabal.
3.6. Isolados comerciais

Para a comparagao filogenética foram selecionadas as principais bactérias
disponibilizadas comercialmente por empresas de biotecnologia no ramo de

bioinoculantes, com objetivo de criar um panorama completo e representativo do

mercado. Foram as bactérias Ensifer meliloti (MVY-026), Paenibacillus polymyxa
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(MVY-024), Rhizobium leguminosarum (MVY-018), Bacillus amyloliquefaciens (MVY -
008), Bacillus mojavensis (MVY-007), Bacillus megaterium (MVY-011), Bacillus
aryabhattai (MVY-004), Bacillus wiedmannii (FSL W8-0169), Paenibacillus alvei
(DSM  29), Propionibacterium acidipropionici (CIP 103025), Herbaspirillum
seropedicae (Z67), Burkholderia cepacia. As sequencias parciais do gene 16S rRNA
foram obtidas por meio do banco de dados Genbank, conforme os numeros de

acesso descritos na Tabela 1. Esses isolados ndo estavam contidos no estoque do
LGBBA.

Tabela 1 — Relagdo das linhagens bacterianas comerciais utilizadas na analise
filogenética, classificacdo taxonémica em nivel de familia e respectivos numeros de

acesso no GenBank.

Acesso Familia Linhagem

MT900583.1 Rhizobiaceae Sinorhizobium meliloti MVY-026
MT900581.1 Paenibacillaceae Paenibacillus polymyxa MVY-024
NR_044774.1 Rhizobiaceae Rhizobium leguminosarum MVY-018
NR _041455.1 Bacillaceae Bacillus amyloliquefaciens MVY-008
NR_024693.1 Bacillaceae Bacillus mojavensis MVY-007

NR _043401.1 Bacillaceae Priestia megaterium MVY-011

NR _115953.1 Bacillaceae Priestia aryabhattai MVY-004
NR_152692.1 Bacillaceae Bacillus wiedmannii FSL W8-0169
NR_042091.1  Paenibacillaceae Paenibacillus alvei DSM 29
NR_125504.1 Propionibacteriaceae Acidipropionibacterium acidipropionici
NR _029329.1 Oxalobacteraceae Herbaspirillum seropedicae Z67
NR_029209.1  Burkholderiaceae Burkholderia cepacia 717

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

3.7. Construcao e elaboragao do dendrograma

Foram obtidas, inicialmente, as sequéncias parciais do gene do 16S rRNA,
dos 17 isolados avaliados e dos 12 isolados comercialmente ativos. Sequéncias
complementares de organismos relacionados foram recuperadas por meio de buscas
no repositorio do banco SILVA v138.2
(https://academic.oup.com/nar/article/54/D1/D334/83264567login=true) utilizando a
ferramenta BLASTn, a fim de aumentar a resolugdo dos ramos e clados da arvore

filogenética e reduzir agrupamentos inconsistentes. O alinhamento multiplo de todas
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as sequéncias foi executado na ferramenta MAFFT v7.525
(https://doi.org/10.1093/molbev/mst010). Posteriormente, regides pouco informativas
e colunas com excesso de lacunas (gaps) foram removidas utilizando o software
trimAl (Capella-Gutiérrez et al., 2009). O alinhamento processado foi submetido a
reconstrugao filogenética pelo método de Maxima Verossimilhangca no software 1Q-
TREE v2.0.7 (Wong et al, 2026), sendo utlizado o ModelFinder
(https://www.nature.com/articles/nmeth.4285) para selecdo automatica do melhor
modelo evolutivo, sendo ele TIM3+F+I+G4 de acordo com os critérios BIC (Critério
de Informagdo Bayesiano). Por fim, a arvore gerada foi visualizada e editada por
meio da ferramenta iTOL v7 (Letunic; Bork, 2024).

3.8. Aspectos legais

O acesso ao Patriménio Genético (PG) de microrganismos e as atividades de
pesquisa desenvolvidas neste trabalho foram devidamente registrados no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), sob o cadastro n° AE8C9B5, em conformidade com as
exigéncias da Lei n® 13.123/2015.

4. RESULTADOS

O sequenciamento completo do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos do
solo permitiram a identificagdo taxon6mica dos 11 isolados selecionados.
Adicionalmente, o sequenciamento parcial do 16S rRNA de outros seis isolados
pertencentes a Colecao de Isolados do Solo mantidos no LGBBA permitiu identificar
a assinatura molecular necessaria para comparacao filogenética.

A tabela 1 ilustra os resultados da analise de similaridade por BLASTn. Esta
analise mostra elevado nivel de identidade nucleotidica que variou de 97,37% até
100%, possibilitando a afiliacdo taxondmica dos isolados com diferentes grupos
taxondmicos. Os isolados do solo agrocultivavel foram distribuidos em oito familias
distintas, a saber: Chromobacteriaceae, Burkholderiaceae, Sphingomonadaceae,
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Rhizobiaceae, Bacillaceae, Paenibacillaceae, Microbacteriaceae e Micrococcaceae.
Entre os géneros identificados destacaram-se os géneros Chromobacterium,
Cupriavidus, Novosphingobium, Rhizobium, Bacillus, Brevibacillus, Curtobacterium e
Arthrobacter.

A comparagao das sequéncias consenso com o0 banco de dados GenBank
revelou elevados indices de similaridade (99%) para todos os isolados do solo
(colegdo 1 ao 11), possibilitando sua afiliagdo a diferentes grupos bacterianos
reconhecidos. Os isolados V20B, V20G e V05D apresentarem identidade com
Arthrobacter echigonensis, constituindo o grupo taxonémico mais representativo
entre os isolados avaliados. Os isolados V20F e V20L mostraram alta similaridade
com o género Cupriavidus, enquanto os isolados V20C, EV05, EV08, V05_6, V05 13
e V05 22 foram afiliados respectivamente com os géneros Rhizobium,
Curtobacterium, Brevibacillus, Novosphingobium, Bacillus e Chromobacterium
(Tabela 2).

Os isolados 12 ao 17 pertencentes ao banco do LGA (SIGNORINI; ALVES,
2025) foram identificados taxonomicamente como pertencentes as espécies Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus wiedmannii e Paenibacillus alvei, com valores
de identidade variando entre 97,37% e 100%
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Tabela 2 - Dados de similaridade de sequéncia e identificacdo dos isolados

bacterianos selecionados para a analise de agrupamento no dendrograma.

Isolados Acesso Familia Linhagem Identidade

1 V05 22 CP017707 1 Chromobacteriaceae Chromobacterium vaccinii 99%
strain 21-1

2 V20F KU248158.1 Burkholderiaceae Cupriavidus sp. strain 99%
UYMRaPT14

3 V20L LC218379.1 Burkholderiaceae Cupriavidus sp. strain SM52  99%

4 V05_6 KX215153.2 Sphingomonadaceae Novosphingobium sp. strain 99%
SA925

5 V20C KY426389.1 Rhizobiaceae Rhizobium sp. strain Moz100 99%

6 V05_13 MF405756.1 Bacillaceae Bacillus wiedmannii strain 99%
cl65

7 EVO08 NR_112926.1 Paenibacillaceae Brevibacillus nitrificans strain ~ 99%
DA2

8 EVO05 CP017580.1 Microbacteriaceae Curtobacterium sp. strain 99%
BH-2-1-1

9 V20B GU326383.1 Micrococcaceae Arthrobacter echigonensis 99%
strain MN1405

10 V20G GU326383.1 Micrococcaceae Arthrobacter echigonensis 99%
strain MN1405

11 V05D GU326383.1 Micrococcaceae Arthrobacter echigonensis 99%
strain MN1405

12 BioAdd 1 SS4-F Bacillaceae Bacillus cereus 100%

13 BioAdd2  SS2-F Bacillaceae Bacillus thuringiensis 99.86%

14 BioAdd3 SS3-R Bacillaceae Bacillus cereus 100%

15 BioAdd4  SS5-F Bacillaceae Bacillus cereus 100%

16 BioAdd5 SS3-F Bacillaceae Bacillus widmannii 100%

17  AgN31 # SS6-F Paenibacillaceae Paenibacillus alvei 97.37%

Fonte: elaborado pelo préprio autor

A Figura 2 apresenta uma arvore filogenética construida com as sequencias

de 16S rRNA obtidas a partir dos isolados bacterianos do solo. Foi obtida pelo

método de Maxima Verossimilhanca e apresenta altos valores de bootstrap nos

principais nos, com valores maiores que 70% e muitos acima de 90%. Este resultado

indica significancia estatistica satisfatéria para analise dos agrupamentos observados

e demonstra uma elevada diversidade filogenética dos microrganismos recuperados

da colecdao de isolados do LGA. Os cladons ilustrados apresentaram elevada
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coeréncia com a classificacdo atribuida pela analise de similaridade de sequéncia
BLASTn (Tabela 2), corroborando a robustez das identificacbes obtidas neste

trabalho
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Figura 5 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA
evidenciando as relagdes evolutivas dos isolados bacterianos obtidos em relacéo a
linhagens comerciais e sequéncias de referéncia. Os isolados na cor vermelha
representam os isolados abordados, os isolados na cor azul representam os
comercialmente ativos, ja os isolados em preto representam as complementares de
organismos relacionados foram recuperadas por meio de buscas no repositério do
banco SILVA.
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Os isolados correspondentes aos géneros Bacillus e Penibacillus agruparam-
se proximos ao grupo de linhagens comerciais utilizadas como referéncia. Por outro
lado, os géneros Arthrobacter, Cupriavidus, Rhizobium, Novosphingobium,
Curtobacterium e Chromobacterium formaram grupos distintos, refletindo a
diversidade filogenética presente no banco de isolados bacterianos estudados e
isolados do solo pertencentes a colegédo do LGA.

As ordens bacterianas que agruparam os diferentes isolados foram:
Hyphomicrobiales, Neisseriales, Micrococcales, Caryophanales, Sphingomonadales,
Burkholderiales e Propionibacteriales.

O isolado V20C agrupa-se com o género Rhizobium formando subclado com
Rhizobium sp. Moz100, Rhizobium miluonense e Rhizobium tropici. Isto confirma a
identificacdo pelo BLASTn e sugere associagdo com um grupo de bactérias
associadas a fixagdo biolégica de nitrogénio. A posigcdo filogenética do isolado
V05 22 no clado de Chromobacterium vaccinii foi muito consistente, com bootstrap
de 100% (Figura 2).

O clado Cupriavidus abrigou os isolados V20F e V20L, fortemente
relacionados com Cupriavidus pinatubonensis e Cupriavidus basilensis, além da
proximidade com a linhagem comercial Cupriavidus sp. UYMRaPT14. Um
interessante resultado ilustrado pela arvore consiste no clado Curtobacterium /
Sinomonas que agrupou os isolados EV05, V20B, V20G e V05D, com particular
diferenciacdo para os isolados identificados pelo BLASTn do género Arthobacter
(Tabela 2; Figura 2).

O isolado EV08 agrupou-se fortemente com Brevibacillus nitrificans (bootstrap
98-100%), enquanto AgN31 agrupou-se com Paenibacillus alvei, confirmando a
identificacdo dos isolados pertencentes ao estoque. O clado Bacillus foi o grupo mais
complexo da arvore, abrigando os isolados V05 _13, BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3,
BioAdd 4 e BioAdd 5. Todos os isolados encontram-se dentro com complexo Bacillus
cereus sensu lato, o qual inclui B. cereus, B. thuringiensis e B. wiedmannii, com
valores internos de bootstrap significantemente baixos em alguns nés (34% -58%)).
Vale ressaltar que os isolados caracterizados por sequenciamento parcial do gene
16S rRNA, pertencentes ao grupo B. cereus, nao podem ser categoricamente
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discriminados em nivel de espécie. O marcador 16S rRNA ndo tem eficiéncia

filogenética discriminatéria para este grupo (Liu et al., 2015).

5. DISCUSSAO

Com base na andlise do dendrograma, a proximidade filogenética entre os
isolados bacterianos do solo avaliados e as linhagens popularmente comercializadas
no mercado de bioprodutos sugere o compartilhamento de caracteristicas funcionais
de interesse agricola. Na arvore essa correlagdo é evidente para as linhagens
pertencentes a ordem Caryophanales.

O clado pertencente a ordem Caryophanales representou 0 maior e mais
complexo agrupamento da arvore. Os isolados BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3,
BioAdd 4, BioAdd 5 e V05 _13 inseriram-se de forma consistente dentro do complexo
Bacillus cereus sensu lato, compartilhando o mesmo n6é com os isolados comerciais:
Bacillus mojavensis, Bacillus amyloliquefaciens Bacillus aryabhattai e Bacillus
megaterium. Esse posicionamento das linhagens da colegao de isolados bacterianos
do LGBBA sugere que essas sejam possiveis candidatas para o desenvolvimento de
biopesticidas e promotores de crescimento vegetal. Conforme descrito por Kulkova et
al. (2023) as linhagens presentes nesse agrupamento sdo popularmente utilizadas
como bioinseticidas, principalmente devido a sintese de delta-endotoxinas (cristais
Cry), além de atuarem na promocao de crescimento vegetal via solubilizagdo de
fosfato e produgao de sideréforos.

A viabilidade do desenvolvimento de biocinsumos a partir das linhagens do
LGBBA ¢é apoiada pela existéncia de bioprodutos comerciais consolidados que
utilizam esses mesmos microrganismos em suas formulagdes. Um grande exemplo é
a empresa de biotecnologia Bioenergy LT (sediada na Lituania), que dispdem um
portfélio de insumos de grande importancia agricola baseados nos isolados avaliados
neste estudo.

O isolado Bacillus mojavensis, filogeneticamente préximo as linhagens do
LGBBA, é o principio ativo de produtos como o Bactoforce, um bioestimulante

microbiano que otimiza a absorgdo de nutrientes e atenua estresses bidticos e
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abidticos; o Bacto-Seed, voltado para o incremento da viabilidade e velocidade de
germinagao de sementes; e o Ruinex, um bioestimulante focado na aceleragao da
decomposicdo e mineralizacdo de residuos vegetais via secrecdo de enzimas
lignoceluloliticas. Essas formulagdes sdo indicadas a grandes culturas e hortifrutis,
incluindo cereais, colza, milho, girassol e beterraba sacarina.

Complementarmente, o isolado Bacillus amyloliquefaciens compde o produto
Bacto-C, atuando como corretivo bioldgico para o incremento do teor de carbono
organico no solo. Para a mobilizagcdo de macroelementos, o isolado Bacillus
aryabhattai é utilizado no bioproduto Fosfofix-Plus, que atua na solubilizacdo de
complexos fosfatados recalcitrantes (ligados a calcio, magnésio, ferro e aluminio),
convertendo-os em formas assimilaveis pelas plantas.

Por fim, o isolado Bacillus megaterium faz parte da formulacdo do Bacto-K,
responsavel pela decomposicdo de silicatos e consequente disponibilizagédo de
potassio, e do Master, um estimulante projetado para aumentar o potencial
microbiolégico do solo.

Da mesma maneira o isolado AgN31 inseriu-se nesse enorme agrupamento,
muito proxima a referéncias comerciais do género Paenibacillus. Bactérias desse
género sao amplamente descritas na literatura pela promog¢ao do crescimento de
culturas diretamente por meio da fixagdo biolégica de nitrogénio, solubilizagcdo de
fosfato, producdo do fitohormdnio acido indol-3-acético (AlA) e liberagdo de
sideroforos que permitem a aquisicao de ferro (Grady et al., 2016). Com isso essa
linhagem pertencente ao LGBBA acaba se tornando um possivel alvo para ensaios
de promogéo de crescimento vegetal de base bioldgica. A proximidade do isolado
AgN31 com a linhagem comercial Paenibacillus polymyxa abre perspectivas
concretas para o desenvolvimento de novos bioinsumos, visto que ja existem
produtos consolidados no mercado internacional utilizando este microrganismo. E o
caso do Azofix Plus, um bioestimulador microbiolégico formulado para otimizar a
fixagdo do nitrogénio atmosférico e potencializar o aproveitamento nutricional pelas
culturas

Fora do clado pertencente a ordem Caryophanales, outro destaque de
alinhamento comercial ocorre na ordem Burkholderiales, onde as linhagens V20F e
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V20L inseriram-se no clado Cupriavidus, estreitamente relacionadas a Cupriavidus
pinatubonensis e Cupriavidus basilensis, além de demonstrarem uma proximidade
filogenética com a linhagens comerciais. Linhagens do género Cupriavidus
destacam-se na literatura por sua extraordinaria tolerancia a estresses abidticos e
capacidade de promover o crescimento vegetal em solos degradados ou
contaminados por metais pesados Zheng et al. (2023). Posicionando as linhagens
V20F e V20L como potenciais ativos para formulagbes de bioestimulantes agricolas
multiuso.

Considerando que os isolados préoximos a linhagens comerciais oferecem um
caminho mais previsivel para o desenvolvimento de bioinsumos, os isolados que se
agruparam em clados distintos e altamente especializados representam janelas de
inovacéao biotecnoldgica e merecem prospecc¢ao futura detalhada.

O isolado V05 22 demonstrou um posicionamento filogenético inequivoco,
sustentado por 100% de bootstrap, no clado da espécie Chromobacterium vaccinii. O
género Chromobacterium desperta grande interesse industrial devido a sua
capacidade de biotransformacdo e producdo de metabdlitos secundarios como a
violaceina, com potentes propriedades antifungicas e inseticidas contra pragas
agricolas de dificil controle (Ebadzadsahrai et al. 2020). A estabilidade de V05 22 o
posiciona como um dos ativos mais promissores da colecéo.

Da mesma maneira, o isolado V20C (ordem Hyphomicrobiales) estabeleceu
um subclado bem definido (bootstrap de 98%) com as espécies de referéncia
Rhizobium miluonense e Rhizobium tropici. A proximidade evolutiva com R. tropici
possui grande relevancia agrondmica, visto que esta espécie € o padrao ouro na
inoculagao comercial do feijoeiro na América do Sul, apresentando alta eficiéncia na

fixagao bioldgica de nitrogénio e tolerancia a estresses térmicos (Botelho et al. 2020)
6. CONCLUSAO
Com base na analise da arvore filogenética, foi possivel concluir que a

proximidade evolutiva entre os isolados da colecdo do LGBBA e as linhagens

comerciais se faz presente, consolidando essa abordagem como uma ferramenta
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biotecnolégica eficaz para a triagem e identificagdo de potenciais bioinsumos de
interesse agricola.

Os isolados BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3, BioAdd 4, BioAdd 5 e V05_13
(complexo Bacillus cereus sensu lato), juntamente com o isolado AgN31
(Paenibacillus), apresentam forte correspondéncia com ativos comerciais de
sucesso. Esse alinhamento valida essas linhagens como candidatas seguras e
previsiveis para o desenvolvimento de bioinseticidas, solubilizadores de nutrientes e
promotores de crescimento vegetal. Adicionalmente, as linhagens V20F e V20L
demonstram aptidao filogenética para o desenvolvimento de bioestimulantes multiuso
voltados ao manejo de estresses abioticos e a recuperagao de solos degradados ou
contaminados.

Por sua vez, os isolados V05 22 (estavel no clado Chromobacterium vaccinii)
e V20C (altamente relacionado a Rhizobium tropici) representam as janelas de
inovacao biotecnolégica mais promissoras da colegédo, dada a alta especificidade e
relevancia agrondmica de seus metabdlitos e fung¢des ecoldgicas.

Em suma, o estudo mostra que a colegéo de isolados do LGBBA abriga uma
rica diversidade funcional metabdlica. Abrem-se, assim, perspectivas promissoras
para a realizagdo de ensaios in vitro e in vivo que confirmem as atividades de
promogao de crescimento vegetal, solubilizagdo de fosfato, produgédo de fitormdnios

e biocontrole sugeridas nesta triagem filogenética.
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