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RESUMO

Bacillus é um dos géneros de bactérias com diversidade biotecnoldgica reconhecidos
por secretarem varios metabdlitos que promovem o crescimento das plantas e
previnem a infeccdo por patégenos. O presente trabalho teve como objetivo otimizar
a producdo de endosporos do isolado de Bacillus velezenses AP-3 via fermentacéo
liguida e fermentacdo semi-soélida; produzir uma formulacéo de fungicida biolégico a
base de enddsporo, bem como avaliar o potencial como agente de controle de
Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e como promotor de
crescimento em plantas de feijdo. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de
Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini” e em Casa de Vegetacdo da Embrapa Meio
Ambiente, Jaguaritna, SP. Nos ensaios conduzidos em laboratorio foram otimizadas
combinacgdes entre varidveis que interferem no processo fermentativo, tanto em meio
semi-solido, como liquido. A partir de suspensdes destes meios foi estudado o
potencial antagonista do isolado por meio da producéo de antibioticos e metabdlitos
contra S. sclerotiorum e F. oxysporum f. sp. lycopercisi. Também foram obtidas
formulacées em poé utilizando talco e fécula de batata. O ensaio de promocdo de
crescimento de plantas consistiu em avaliar os formulados em diferentes formas de
aplicacao (tratamento de semente, aplicacdo no sulco de semeadura e tratamento de
sementes em associacdo com aplicacdo em sulco de semeadura). As modificacdes
de varidveis no meio de cultura alteraram a quantidade de enddsporos produzidos por
B. velezensis AP-3. A producao via fermentacdo em estado sélido com farinha de
arroz e fécula de batata foi viavel quando fermentadas por 7 dias em meio com 60%
de umidade, sendo as maiores medias de concentracdes de 2,06 x 108 e 1,82 x 108
UFC g*. Por outro lado, o meio de Melaco + Farelo de Algod&do produziu 1,69 x 10°
UFC mL1de enddsporos de B. velezensis via fermentacdo submersa. As formulacdes
obtidas a partir dos enddsporos produzidos via fermentagdo submersa em mistura
com talco e fécula de batata apresentaram viabilidade estavel em formulacdes por até
226 dias (ultima avaliacdo). O isolado inibiu o crescimento micelial dos dois patégenos
testados, além disso, apresentou potencial para promoc¢ao de crescimento de plantas

de feijao influenciando positivamente o desenvolvimento do sistema radicular.

Palavras-chave: Bacillus spp.; controle bioldgico; formulacdo de bioprodutos;

processos fermentativos.






ABSTRACT

Bacillus is one of the bacteria genera with biotechnological diversity recognized for
secreting several metabolites that promote plant growth and prevent infection by
pathogens. The objectives of this study were to optimize endospore production of
Bacillus velezensis strain AP-3 via liquid fermentation and semi-solid fermentation; to
produce an endospore-based biofungicide formulation, as well as to evaluate its
potential as a control of Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, and as a growth promoter in bean plants. The assays were carried out at
the Laboratory of Environmental Microbiology “Raquel Ghini” and at the greenhouse
of Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP. In the assays carried out in the laboratory
combinations between variables that interfere in the fermentation process were
optimized, both in solid and liquid media. From suspensions of these media, the
antagonistic potential of the isolate was studied through the production of metabolites
against S. sclerotiorum and F. oxysporum f. sp. lycopercisi. Powder formulations were
obtained in talc and potato starch. The plant growth promotion assays consisted of
evaluating the formulas in several delivery application (seed treatment, application in
the sowing furrow and seed treatment associated with application in the sowing
furrow). The variables evaluated in the culture medium changed the concentration of
endospores produced by B. velezensis AP-3. Solid-state fermentation in medium
containing rice flour and potato starch was viable when fermented for 7 days in a
medium with 60% humidity, with the highest mean concentrations of 2.06 x 108 and
1.82 x 108 UFC g*. On the other hand, the Molasses + Cotton Bran medium produced
1.69 x 10° CFU mL™? of B. velezensis via submerged fermentation. The formulations
obtained from the endospores produced via submerged fermentation in a mixture with
talc and potato starch showed stable viability in formulations for up to 226 days (last
evaluation). The isolate inhibited the mycelial growth of the two pathogens evaluated,
in addition, it showed potential for promoting the growth of bean plants, positively

influencing the development of the root system.

Keywords: Bacillus spp.; biological control; formulation of bioproducts; fermentation

processes.
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1 INTRODUCAO

As doencas das plantas causadas por bactérias e fungos podem levar a uma
reducao do potencial de produgdo na auséncia de medidas adequadas de controle.
Além disso, 0 uso excessivo e descontrolado de pesticidas quimicos pode levar a
diminuicdo da producéo das culturas devido ao desenvolvimento da resisténcia dos
patdégenos aos principios ativos (DIMKIC et al., 2022).

Devido a preocupacgdo da sociedade diante do uso demasiado de agrotoxicos
na agricultura e seus potenciais problemas, tanto a satdde publica quanto ao equilibrio
dos sistemas biologicos, tem-se buscado um sistema de producdo apoiado em
principios ecoldgicos (SINDHU et al.,, 2016; SHARMA et al, 2019). Essas
intervencdes para o0 manejo de pragas e doencas reduzem o contato humano com
pesticidas quimicos e diversas abordagens tém sido utilizadas para minimizar ou
reduzir a aplicacdo de agrotoxicos (SEHRAWAT et al., 2022). Varios microrganismos
estdo sendo explorados como agentes de biocontrole no sistema de manejo integrado
de pragas (MIP) (CUCU et al., 2019; LEYBOURNE et al., 2020).

O controle biologico de doencas surge como uma possibilidade para o manejo
de diferentes fitopatbgenos, devido ao emprego de diferentes espécies de
microrganismos (MORANDI; BETTIOL, 2009; KONG et al., 2016). Além disso, é uma
técnica eficaz e segura, reduzindo os impactos negativos dos agroquimicos no
ambiente, nos alimentos e na resisténcia dos patogenos (THAKKAR; SARAFI, 2015).
Os agentes microbianos de controle biol6gico protegem as culturas contra danos por
doencas via diferentes mecanismos de acdo, tais como: antibiose, parasitismo,
competicéo, predacdo ou inducao de resisténcia (PIETERSE et al., 2014; CONRATH
et al., 2015; FIRA et al., 2018).

Dentre as bactérias com efeito antagonista contra fitopatdgenos destacam-se
as do género Bacillus (KOREJO et al., 2017; SENDI et al., 2020). Na busca de agentes
de controle biolégico para a agricultura sustentavel, a descoberta de Bacillus spp. é
muito significativa, pois estudos indicam que essas bactérias sdo promissores agentes
de biocontrole de fitopatdgenos e promogdo do crescimento de plantas. Bacillus
produzem um amplo espectro de moléculas bioativas com atividades antagbnicas, e

ainda produzem metabdlitos secundarios, incluindo lipopolipeptideos e bacteriocinas
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entre outros (CAWOQY et al., 2011; DEVI et al., 2019; ANDRI; MEYER; ONGENA,
2020).

Espécies de Bacillus sdo conhecidas por melhorar o desenvolvimento e o
crescimento das plantas. O principal meio e a abordagem para o estimulo do
crescimento incluem a producdo de fitohormdnios estimulantes do crescimento,
solubilizacdo e mobilizacdo de fosfato insollvel presente no solo, producdo de
componentes proteicos, como sideréforos, e producdo de antibiéticos (WU et al.,
2014; GUPTA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018). Além destas propriedades
benéficas, este género bacteriano esta envolvido na inibicdo da producao de etileno e
estimulacdo da resisténcia sistémica da planta contra fitopatbgenos (SANTNER;
ESTELLE, 2009).

A producéo e comercializacdo dos produtos bioldgicos passa pela otimizacao
de sua producdo em massa, sendo o0s processos de producdo a partir de
fermentacBes considerado de grande relevancia. Neste processo podem ser utilizados
residuos da agroindustria e materiais que tornem a producao eficiente e de baixo
custo. Atualmente, diversos produtos sdo obtidos nos processos fermentativos
gerados pelos metabolismos primario e secundario do microrganismo cultivado
concomitante a producdo de biomassa, enzimas e proteinas (WARD, 1991). Os
processos microbianos ocorrem na fermentacdo submersa (FSM ou fermentacao
liquida) e na em estado semi-solido ou sdlido (FES). No entanto, para escala industrial
a fermentacdo submersa é a mais utilizada (CASTRO; FERREIRA, 2010). Na
fermentacdo semi-sélida a utilizacdo de agua € limitada, a necessidade de energia €
pequena, a porcdo de agua perdida é insignificante e a alimentacao de oxigénio € por
difusdo. Na fermentacdo submersa a utilizacdo de agua ¢ ilimitada, a alimentacéo de
oxigénio é por aeracdo, o volume da mistura de fermentacdo € amplo, a energia
necessdéria € alta e os investimentos séo altos (PANDEY, SOCCOL, LEON, 2001).

Os meios de cultura utilizados para a producdo em massa de agentes de
biocontrole devem ser projetados de modo a se obter o maximo de producdo de
biomassa e manter a eficacia das cepas microbianas. Além disso, é necessario
maximizar a produtividade e reduzir os custos dos processos. Esses meios tem como
base as fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes, o pH e as condi¢cfes
ambientes como temperatura, agitacdo e taxa de oxigénio dissolvido (LEWIS, 1991).
O uso de produtos e subprodutos como fontes de carbono e nitrogénio € uma maneira

promissora de reduzir o custo para fornecer um meio de cultura econémico. Mas, a
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presenca de alguns materiais indesejaveis nesses produtos ou subprodutos e também
a heterogeneidade do material pode limitar seu uso em um processo industrial
(ZABRISKIE et al., 1980; YANEZ-MENDIZABAL et al., 2011). Portanto, a selecdo e a
otimizacdo dos componentes mais significativos do meio de cultura sdo fundamentais
para alcancar uma melhor fermentacdo (YANEZ-MENDIZABAL et al., 2011).
Visando ao desenvolvimento de meio de cultura econémico e a otimizacao das
variaveis que interferem no processo de multiplicacdo, esse trabalho teve como
objetivos otimizar a producdo de enddsporos de Bacillus velezensis AP-3 via
fermentacdo liquida e fermentagcdo semi-solida; produzir uma formulagdo de
biofungicida, em p6, contendo enddsporos de B. velezenses; e avaliar o seu potencial
no controle de Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e na

promocéo de crescimento de plantas de feijao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Controle Biolégico

Controle biolégico pode ser conceituado como 0 uso de um organismo para
reduzir a densidade populacional de outro organismo. Entretanto, o conceito de
controle biolégico de doencas de plantas mais aceito pela comunidade é a redugao
da soma de in6culo ou das atividades determinantes da doencga, provocada por um
patégeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem (COOK; BAKER,
1983). O organismo utilizado é chamado de agente de controle bioldgico (JENSEN et
al., 2016; TRONSMO et al.,, 2020). Também podem ser incluidos os metabdlitos
produzidos pelos agentes de biocontrole, como substancias com atividades de
sinalizacdo e antibidticos. Frequentemente, os produtos a base dos agentes de
biocontrole e/ou seus metabdlitos sdo denominados biopesticidas (ROBERTS;
TAYLOR, 2016).

O uso de agentes biocontrole vem aumentando consideravelmente, em parte,
devido as mudancas no pensamento da sociedade (VEJAN et al., 2016). Os
microrganismos antagdnicos protegem as culturas por meio de diversos mecanismos
de acdo, sendo um deles a inducéo da resisténcia contra infeccées por um patégeno
nos tecidos vegetais sem interacdo antagbnica com o patégeno (PIETERSE et al.,
2014; CONRATH et al., 2015). Além disso, os bioagentes também podem agir por
parasitismo, competicdo e antibiose (COOK; BAKER, 1983).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPRs) também
podem ser utilizadas como agentes de biocontrole e sua demanda esta aumentando
constantemente (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). Estudos abrangentes abriram
caminho para a comercializacao e selecéo de varios isolados de Bacillus que podem
ser empregadas como agentes de biocontrole (SYRANIDOU et al., 2016). A utilizacéo
de Bacillus esta crescendo extensivamente, pois esses organismos possuem
propriedades unicas (GAGNE-BOURQUE et al., 2015). Eles podem se multiplicar
rapidamente, a maioria é resistente a diferentes condicdes ambientais e possuem um
amplo espectro de acdo (SHAFI; TIAN; JI, 2017; BAHADIR et al., 2018).

Plantas e patdgenos interagem com uma grande variedade de microrganismos.

Essas interacbes podem afetar significativamente a salde da planta de varias
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maneiras. Alguns microrganismos promovem a saude das plantas direta ou
indiretamente (ODUM, 1953; BUKHAT et al.,, 2020; ELNAHAL et al., 2022). Os
mecanismos de acdo mais conhecidos no controle de fitopatégenos séo: antibiose,
parasitismo, competicdo e inducdo de resisténcia (ROMEIRO, 2007; KUMAR et al.,
2012; Jl et al., 2013).

A antibiose confere aos microrganismos um amplo espectro de acao, de forma
a inibir fitopatébgenos (RAO et al.,, 2016). A acdo antimicrobiana, comumente
demonstrada pelo desenvolvimento de uma zona de inibig&do entre os dois organismos
guando cultivados juntos em um meio sélido de crescimento, € a base para a selecao
de microrganismos produtores de antibioticos (DEMAIN, 2006; ISLAM et al., 2012,
CAWOY et al. 2015). Antagonistas que agem por competicdo podem modular
condi¢cdes de crescimento para o patdégeno no nicho alvo, ndo apenas através da
deplecdo de nutrientes, mas também por outros mecanismos. A competicdo por
espaco ocorre principalmente pelo apoderamento dos sitios de colonizacdo e a
competicado por nutrientes, por meio de elementos como carbono (C), nitrogénio (N) e
ferro, indispensaveis para a maioria dos patégenos (PAULITZ, 1990; KOHL; ROGIER;
RAVENSBERG, 2019). A competicdo por nutrientes exsudados pelas raizes das
plantas ocorre na maioria das interagdes entre bactérias e fitopatdgenos radiculares
(WELLER, 1988). Algumas rizobactérias que apresentam elevada afinidade por Fe
exibem potencial em reduzir o crescimento de microrganismos fitopatogénicos nos
solos com a restricdo desse elemento (BRUNETTA, 2006). A competicdo por ferro
pode ser mediada por substancias produzidas por organismos biocontroladores e
promotores de crescimento vegetal, quelantes deste elemento denominadas
sideréforos (DAS et al.,, 2007; RAO et al.,, 2016). Alguns fungos causadores de
doencas em plantas produzem compostos fitotoxicos que também agem como
guelantes de ferro, sendo o sequestro de ferro uma vantagem competitiva de um
microrganismo sobre outro (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008).

Parasitismo é considerado um fendbmeno em gque determinado microrganismo
se nutre das estruturas vegetativas e/ou reprodutivas do outro (BETTIOL; MORANDI,
2009. Os termos hiperparasitismo, micoparasitismo e parasitismo sdo utilizados em
referéncia ao mesmo fendmeno. Os hiperparasitas atacam hifas, estruturas de
resisténcia e de reprodugdo dos fitopatégenos (MELO, 1998). Para dar inicio ao
parasitismo € necessario que ocorra 0 encontro e o reconhecimento dos fungos (JI et

al., 2013). Observacdes das reacdes de tubos germinativos de fungos numa mistura
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de hospedeiro e parasita indicam fortemente que contato entre hifas de dois
organismos ndo ocorre ao acaso e sim mostram tropismo positivo em direcdo ao
hospedeiro e a penetracdo ocorre rapidamente. Assume-se que substancias sao
secretadas pelas células hospedeiras em pequenas quantidades, porém suficientes
para atuarem como atrativo (PEREIRA, RAMALHO, ABREU, 2009).

A inducdo de resisténcia ocorre quando ha um aumento na capacidade de
defesa de uma planta por estimulos adequados (GARBEVA; WEISSKOPF, 2020).
Segundo Manoussopoulos et al. (2019), para que 0 processo seja iniciado é preciso
gue um sinal externo (elicitor) esteja ligado a um receptador na superficie da célula,
ativando os mensageiros secundarios, com isso aumentam 0s sinais e regulam a
expressao de genes especificos, desenvolvendo as relacbes de compatibilidade
(doenca) ou incompatibilidade (resisténcia). O estimulo de resisténcia ocorre em
consequéncia de uma infeccédo localizada ou por tratamentos com compostos ou
produtos de origem microbiana ou através de componentes organicos ou inorganicos
(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; JABER; OWNLEY, 2018).

2.2 Género Bacillus

O género Bacillus foi descrito pela primeira vez por Cohn em 1872 (CLAUS;
BERKELEY, 1986; KOKCHA et al., 2012) e compreende bactérias Gram-positivas,
aerbbicas obrigatorias ou facultativas (ISLAN; RAHMAN; PANDEY, 2019) que se
desenvolvem em diversas fontes de carbono, além de formarem enddésporos como
estrutura de sobrevivéncia em periodos de estresse ambiental (calor, radiacdo e
dessecacao entre outros) (MADIGAN et al., 2016).

Bacillus € um importante género bacteriano que é frequentemente isolado do
solo. O género, atualmente, é composto por cerca de 300 espécies descritas
(ALCARAZ et al., 2010; DUNLAP, 2019). A heterogeneidade taxondmica do género é
conhecida h&d muito tempo e reforcada com os primeiros estudos de 16S rRNA do
género (STACKEBRANDT et al., 1987; ASH et al., 1991). Porém, Fox, Wisotzkey e
Jurtshuk Jr (1992) perceberam que o gene 16S rRNA era insuficiente para a resolucéo
absoluta de algumas espécies do género. O grupo Bacillus subtilis, que inicialmente
era composto por B. subtilis, B. licheniformis e B. pumilus, € um dos mais importantes

(GIBSON, 1944). O numero de espécies pertencentes a este grupo aumentou
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rapidamente nos Ultimos anos, englobando 22 espécies e trés subespécies descritas
(DUNLAP et al., 2016c; LIU et al. 2016).

A genbmica permite identificar mais facilmente novas espécies, além de
contribuir na correcdo de muitos erros taxonémicos nesta area. O erro mais comum
esta em descrever a mesma espécie mais de uma vez (DUNLAP et al., 2017). Bacillus
velezensis € um exemplo deste equivoco, sendo descrita quatro vezes com
nomenclaturas diferentes. Uma vez que 0s genomas dessas cepas foram
sequenciados ficou evidente que essas espécies eram todas pertencentes aos
mesmos taxons tornando B. methylotrophicus, B. oryzicola e B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum sinénimos de B. velezensis (DUNLAP et al., 2016b). Bacillus vanillea
foi considerado sindnimo de Bacillus siamensis (DUNLAP, 2015). Bacillus
malacitensis e B. axarquiensis foram reclassificados como B. halotolerans (DUNLAP
et al., 2016a) e B. invictae é sindbnimo de B. altitudinis (LIU et al., 2015).

2.2.1 Habitat e Fisiologia

Bacilli estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados em
diversos nichos ecologicos. As espécies deste género estdo entre as mais
amplamente distribuidas, comumente encontrados no solo e associados a ambientes
com presenca de plantas e fontes de adgua, como rios, estuarios e aguas costeiras
(KOKCHA et al., 2012). A maioria das espécies sao inofensivas para humanos e
animais, e apenas alguns foram identificados como patégenos, incluindo B. anthracis,
0 agente causador do antraz e B. cereus, que causa intoxicacdo alimentar e varios
patdgenos de insetos (ALCARAZ et al., 2010).

Diferentes espécies foram isoladas de variados habitats terrestres, marinhos e
aquaticos (SIEFERT et al., 2000; MIRANDA; MARTINS; CLEMENTINO, 2008;
SHUAIB et al., 2021), tanto em ambientes de elevada temperatura quanto em
temperatura amena (LOGAN et al., 2000), como também no interior de tecidos de
diversas culturas (RIJAVEC et al., 2007; LIU et al., 2009; KAMPFER et al., 2015).
Também foram isoladas espécies de Bacillus em varias plantas terrestres e haldfitas,
e algumas demonstraram ser endofiticas (BIBI et al., 2012).

As caracteristicas fisioldgicas como parede celular multicamadas, formacao de
enddsporos que sao resistentes ao estresse, excrecdo de antibidticos peptidicos
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variados, moléculas de peptideo e enzimas extracelulares sdo onipresentes em
Bacillus spp., e esses atributos ajudam na proliferacdo e sobrevivéncia das células
bacterianas sob varias condi¢des climaticas adversas (AIZAWA et al. 2010; FAN et al.
2011).

A formacdo de enddsporos ocorre quando niveis de nitrogénio, carbono e
fésforo estdo abaixo do limite ideal para o crescimento (EARL; LOSICK; KOLTER, et
al., 2008). Essas estruturas, ambientalmente resistentes e metabolicamente inativas,
permitem sua sobrevivéncia sob condicbes ambientais deficientes e extremas,
incluindo altas temperaturas, radiacdo ionizante, pH desfavoravel e dessecac¢do do
solo, ndo germinando até que as condices ambientais se tornem favoraveis ao
crescimento e ao desenvolvimento (HIGGINS; DWORKIN, 2011; BAHADIR et al.,
2018). Os endésporos sao transportados pelo ar e podem ser disseminados pelo
vento (MERRILL et al., 2006).

Bacillus apresentam extraordinaria diversidade metabdlica e estilos de vida que
incluem termdfilos, psicrofilos, alcaléfilos e aciddfilos (CLAUS; BERKELEY, 1986;
PRIEST et al.,, 1993), sendo metabolicamente quimiorganotroficos, isto €,
dependentes de compostos organicos como fontes de carbono e energia (PRIEST et
al., 1989; HAMDACHE et al. 2011).

O grupo B. subtilis inclui muitos dos mais conhecidos Bacillus e incluem
anaerobios facultativos, como B. licheniformis, que crescem na auséncia de aceptores
de elétrons exdgenos, e aerbébios, como B. subtilis que crescem fracamente na
auséncia de oxigénio, exceto na presenca de nitrato, que eles podem usar como
alternativa aceptor de elétrons (HOFFMAN et al., 1995). O grupo B. sphaericus é
estritamente oxidativo, usando acetato ou aminoacidos em vez de agucares como
fontes de carbono e energia. Os membros deste grupo sao os unicos entre os Bacillus
por ter o acido meso diaminopimélico que geralmente esta presente nas paredes
celulares substituido por lisina ou ornitina (RUSSELL; JELLY; YOUSTEN, 1989).

2.2.2 Esporulacao

A esporulacdo é um processo de desenvolvimento no qual os Bacillus
sobrevivem em condi¢cdes de estresses, como 0s quimicos e fisicos (STRAGIER,;
LOSICK, 1996). Sua transicdo de dorméncia das células vegetativas envolve a
germinacdo e o crescimento. Sob condi¢cdes de laboratorio a 37°C, a esporulagéo
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demora aproximadamente 8 horas. O processo foi dividido em uma série de etapas
gue sao definidas principalmente com base de sua morfologia. Esses estagios,
rotulados como O, II, 1, ... a VII, onde o estadio | ndo é mais reconhecido, estdo
amplamente correlacionados com o tempo (em horas) apds a indugéo da esporulacao
(Figura 1). A esporulacao so6 é iniciada no final do ciclo celular vegetativo quando a
célula tem duas coépias completas do cromossomo e € induzida em resposta a
privacao de nutrientes e so0 € iniciada apoés a falha de transicéo processos de fase (por
exemplo, motilidade e quimiotaxia, produgcdo de hidrolases macromoleculares,
desenvolvimento de competéncia) para restaurar o crescimento vegetativo (REAL;
HENRIQUES, 2001).

O primeiro estadio morfologicamente distinto € o estagio I, que é definido pela
formagdo de um evento de divisdo celular assimétrica que divide a célula em dois
compartimentos, o esporangio maior (ou célula mae) e o pré-esporo. Durante o
estadio Il o pré-esporo é completamente envolvido pelo esporangio de modo que, no
estadio Il os dois compartimentos sdo separados por um sistema de membrana dupla.
Durante a fase IV o peptideoglucano € estabelecido entre as duas membranas para
formar o cértex do esporo e a parede da célula germinativa. Durante esta fase, o pré-
esporo torna-se refratario a luz. Nos estadios V e VI as proteinas do revestimento dos
esporos sao depositadas na superficie da membrana interna e externa do pré-esporo.
A medida que estes amadurecem o esporo torna-se cada vez mais resistente a
produtos quimicos e calor. No estédio final, estadio VII, o esporo, agora desidratado,
€ liberado do esporangio por lise celular. O esporo totalmente maduro é
metabolicamente inativo e capaz de sobreviver como tal por dezenas, e possivelmente
centenas, de anos (REAL; HENRIQUES, 2001).
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Figura 1 - Esquema das principais fases do ciclo de vida de Bacillus spp.
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A esporulacdo é um processo rigidamente controlado que requer a expressao
diferencial de genes nos cromossomos em cada um dos dois compartimentos, bem
como pontos de verificagdo de desenvolvimento para garantir a sincronia entre seus
padrdes de desenvolvimento (STRAGIER; LOSICK, 1996).

A germinacdo € desencadeada por uma variedade de agentes quimicos e
estimulos fisicos e os esporos de B. subtilis germinam em resposta a L-alanina ou a
uma mistura de asparagina, glicose, frutose e KCI. A germinacao é acompanhada por
rapidas mudancas quimicas e fisiologicas, incluindo a degradacdo do cortex do
esporo, revestimento de esporos, reidratacdo e inchaco. Essas mudangas sao
acompanhadas por perda de calor e resisténcia quimica, e durante o crescimento a
célula comeca a aumentar em massa e replicar seu DNA, formando um cilindrico,
alongando a célula, que so posteriormente € reduzida a um tamanho normal por uma
divisao celular retardada (STRAGIER; LOSICK, 1996).

2.2.3 Producao de Antibidticos e Metabalitos
De modo geral, membros do género Bacillus s&o considerados fabricas

microbianas eficientes para a producdo de inumeras moléculas bioativas e pela

sintese de metabdlitos com notavel diversidade tanto na estrutura quanto na funcéo e
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atividade contra uma variedade de microrganismos (COCHRANE; VEDERAS, 2016).
Algumas espécies de Bacillus produzem diferentes tipos de compostos antibioticos,
como fenazinas, pirrolnitrina e pioluteorinas, bem como lipopeptideos, como fengicina,
iturina ou surfactina, tornando-se conveniente para a inddstria agricola por inibirem o
crescimento de fitopatégenos (FRIKHA-GARGOURI et al., 2017).

Todos os membros do grupo das iturinas tém forte atividade antifingica contra
uma série de fitopatdbgenos de importancia agricola, e consequentemente, cepas
produtoras desses compostos apresentam potencial de biocontrole e agentes
promotores de crescimento de plantas (MIHALACHE et al., 2017). Sua fungitoxidade
estd relacionada a interacdo com a membrana citoplasmatica das células-alvo,
resultando na formacao de poros condutores de ions e 0 aumento da permeabilidade
K*. Tanto a composicao lipidica da membrana alvo, como a estrutura do peptideo
ciclico, determinam a sua eficiéncia (CAWOQY et al. 2011; RASHAD et al., 2020).
Outros lipopeptideos pertencentes a familia das iturinas e produzidas por espécies de
Bacillus incluem bacilomicina D (GU et al., 2017), bacilomicina DC (JIN et al., 2017) e
micosubtilina (WU et al., 2018). As bacteriocinas atuam como mecanismos de defesa
contra microrganismos competidores (BERINI et al. 2018) e ndo séo letais para as
cepas que produzem o metabdlito, mas letal para outros microrganismos (AYED et al.
2015).

Comparada as iturinas e surfactinas, as fengicinas sdo menos hemoliticas, mas
apresentam forte atividade antifingica, sendo um elicitor da defesa de plantas,
exibindo atividade antagbnica contra fungos fitopatogénicos filamentosos como
Rhizoctonia solani e Paecilomyces varioti (FARZAND, et al., 2020). No entanto, sua
acao é ineficiente no controle de bactérias e leveduras (MONDOL; SHIN; ISLAM,
2013). O modo de acao das fengicinas é pouco conhecido comparado aos demais
lipopeptideos, entretanto, sabe-se que o seu efeito € dependente da sua concentragédo
(ROMEIRO et al., 2007). Em altas concentragBes essas moléculas alteram a estrutura
e a permeabilidade da membrana celular (ZHANG; SUN, 2018; ATHANASOPOULOS
et al., 2020).

A surfactina provavelmente ndo esté envolvida contra o crescimento de fungos,
mas auxilia a bactéria em colonizar tecidos radiculares e se estabelecer na rizosfera
de plantas através da formacdo de uma camada de biofilme (CAWOY et al., 2015).

As iturinas e fengicinas inibem o crescimento de uma vasta gama de

microrganismos patogénicos, e apresentarem estruturas semelhantes, apesar de
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diferirem em alguns aspectos biologicos em relacdo a sua atividade. As surfactinas,
somente na presenca de iturina A, apresentam efeito sinergistico contra fungos
fitopagénicos (KULIMUSH et al.,, 2017) e baixa acdo antimicrobiana contra
fitobactérias (LANNA FILHO; FERRO; PINHO et al., 2010).

2.2.4 Promocéo de Crescimento em Plantas

Considerado uma das principais rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR), os Bacillus sdo capazes de promover o crescimento vegetal de forma
direta ou indiretamente (FANNING; GRIESHOP; ISAACS, 2018). As estirpes das
espécies deste género sdo mais estudadas na agricultura por auxiliar no crescimento
e apresentar potencial para atuar como agente de controle biolégico de doencas e
pragas, bem como estimular mecanismos capazes de aumentar a resisténcia de
plantas a diversos estresses ambientais como seca, metais pesados e escassez
nutricional do solo (CLEMENTE et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).

As rizobactérias promovem o crescimento das plantas através da mobilizacéo
de nutrientes nos solos; produzindo numerosos compostos que exibem atividade no
controle do crescimento e desenvolvimento da planta; protegendo-as do ataque de
fitopatdgenos através do controle ou inibicdo dos mesmos; melhorando a estrutura do
solo e biorremediando os solos poluidos, sequestrando espécies toxicas de metais
pesados e degradando compostos xenobidticos (como pesticidas) (HAYAT et al.,
2010; RAJKUMAR et al., 2010; AHEMAD, 2012). As PGPR podem atuar de forma
direta ou indireta favorecendo o crescimento por intervencéo de diversos mecanismos,
0s quais podem agir individualmente ou em sinergia, porém, alguns modos de acéo
nao respondem de forma independente (SPAEPENEN; VANDERLEYDEN, 2011).

Um dos mecanismos diretos para promover o crescimento das plantas é a
producdo de fitohorménios que incluem auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e
acido abscisico (ABA). Os mecanismos indiretos incluem a producéao de substancias
inibidoras, que atuam contra fitopatégenos, aumentando a resisténcia natural e
liberando sideroforos. Portanto, muitas PGPR aumentam o nimero e/ou comprimento
raizes laterais. Alguns desses efeitos, incluindo aumento da biomassa de raizes e

brotacdes, também sdo documentados para plantas inoculadas com PGPR crescendo
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no solo. As rizobactérias modificam a arquitetura do sistema radicular através de sua
capacidade de interferir com o equilibrio hormonal da planta. O equilibrio hormonal

inclui citocinina, etileno, giberelina, auxinas e acido abscisico (VEJAN et al., 2016).

2.3 Processos Fermentativos para a Produg¢&o de Microrganismos

A capacidade de isolados selecionados de Bacillus para produzir e secretar
grandes quantidades de enzimas extracelulares estdo entre os mais importantes
produtores industriais de enzimas (MANABE et al., 2013). Este género bacteriano tem
grande atrativo industrial por disporem de muitas caracteristicas vantajosas, tais
como: sua elevada taxa de crescimento, 0 que leva a um curto tempo para a
fermentacéo; sua habilidade de secretar proteinas para um meio extracelular, além de
elaborar muitas classes de antibioéticos, alguns produtos com uso industrial, tais como:
endotoxinas, biopesticidas, purinas, nucleotideos, entre outros (CORREA, 2009).

Para a producdo comercial, a selecdo cuidadosa de fontes de carbono e
nitrogénio, bem como suplementos minerais, S&0 necessarios para o crescimento e
esporulagdo ideais do microrganismo. Além disso, a relacdo carbono/nitrogénio (C:N)
também é de grande importancia na otimizacdo do suprimento médio de nutrientes
(FISHER, 1993; CARVALHO et al., 2010).

O meio empregado e as condi¢des do processo desempenham um papel critico
na fermentacao industrial, para a obtengéao da concentragdo adequada na elaboragao
de um determinado produto. Assim sendo, para um processo econdmico € necessario
considerar o aperfeicoamento do meio de fermentacéo e as condi¢cdes do processo, a
fim de potencializar os lucros (SCHIMIDT, 2005). Na otimizacdo dos processos
fermentativos, distintas associacbes e sequéncias de condicbes de processo e de
elementos do meio necessitam ser investigadas para determinar o sucesso do
processo (STANBURY; WHITAKAR; HALL, 1996).

A producao de Bacillus pode ser por meio de fermentacdo submersa ou liquida
(FSm ou FL) ou semi-sélida ou sodlida (FSS). No entanto, para escala industrial a
fermentacdo liquida € a mais utilizada (CASTRO; FERREIRA, 2010).
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O método de cultivo utilizado pode impedir ou facilitar a producédo de certas
enzimas e metabdlitos de interesse, como por exemplo as quitinases, que podem ser
produzidas através da FSm e da FSS (BERINI et al. 2018). De acordo com Shen et
al. (2016), o cultivo em batelada est4 entre os métodos mais utilizados para a
producdo de metabdlitos, pois envolve o cultivo de células em um volume especifico
de meio e substratos, permitindo o controle de diferentes parametros como
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, entre outros, durante todo o periodo
de incubacgéao (MAIER, 2009).

A temperatura na qual as culturas bacterianas sédo incubadas é de extrema
importancia para que haja producéo ideal de metabdlitos ou enzimas hidroliticas
(CHEBA et al., 2018). O pH e a disponibilidade de oxigénio também podem afetar a
producdo de metabdlitos. Processos celulares importantes, como a regulacédo da
biossintese de metabdlitos primarios e secundarios, podem ser afetados por
flutuacées no pH inicial do meio (AYED et al., 2015). A producédo de surfactina
depende do pH, enquanto o oxigénio influencia a expressdo da micosubtilina
(MONGKOLTHANARUK, 2012).

O termo fermentacdo em estado solido (FSS) ou fermentacdo em meio semi-
solido é definido como o processo de crescimento de microrganismos realizado na
auséncia de liquido de fluxo livre (embora contenha agua suficiente para permitir o
crescimento 0s microrganismos), usando um material ndo solavel que atua como
suporte sélido e fonte de nutrientes (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003; SANTOS,
2007). Segundo Palma (2003), esta técnica consiste no crescimento de
microrganismos sobre particulas porosas umidas. Deste modo, o teor de &gua na FSS
varia de 30% a 85% e funciona como um solvente para fornecer nutrientes, eliminar
residuos metabdlicos e manter as estruturas biolégicas organizadas nos niveis

molecular e celular.

Para Pandey (2003), na fermentacdo solida os substratos utilizados sdo em
geral, residuos ou subprodutos agroindustriais com capacidade em fornecer os
nutrientes essenciais requeridos pelos microrganismos, além de servir como suporte
para o crescimento celular. Os substratos oriundos de residuos agroindustriais tém a
celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas como principais

componentes que servem como como fonte de carbono para o crescimento dos



33

microrganismos e sao considerados materiais extremamente heterogéneas
(PANDEY, 2003).

O controle dos parametros fermentativos tais como controle de pH,
temperatura, agitacdo, agua e homogeneizacao sdo tidos como os maiores problemas
durante o processo de fermentacdo. Diante disto, o uso de camara fluidizada onde o
ar é insuflado com ar esterilizado foi recomendado para solucionar tais problemas
(RODRIGUES; SANTANA, 2001).

A fermentacdo submersa tem como caracteristica principal a utilizacdo de um
meio de cultura liquido sob agitacdo constante, com nutrientes soltveis (ALONSO,
2001; FAHEINA JUNIOR, 2012), no qual, 0s microrganismos ou mesmo outras
células, desenvolvem-se em meio de cultivo com excesso de agua sob agitacao,
sendo mais utilizado na producdo comercial/escala industrial de bioprodutos
microbianos (GIBBS; SEVIOUR; SCHIMID, 2000). Esta técnica foi mais estudada e,
portanto, as instrumentagfes para o controle do processo sdo disponiveis em maior
escala, tornando-o mais acessivel que a FSS. Além disso, apresenta maior facilidade
de monitoramento (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002) e exige menos espaco.

A fermentacdo submersa apresenta consideravel facilidade de cultivo em
grande quantidade, devido a possibilidade de controlar pardmetros fisico-quimicos,
como temperatura em razdo da elevada porcdo de agua, além de garantir
homogeneidade do meio (COUTO; SANROMAN, 2006; CASTRO; FERREIRA, 2010).
O cultivo liquido é bastante utilizado e adequado para as bactérias (CHENG et al.,
2003), sendo este, o sistema mais utilizado industrialmente para a obtencdo de
metabdlitos (GIBBS; SEVIOUR; SCHIMID, 2000). Esse tipo de fermentacdo acaba
sendo bastante utilizado pelas industrias por causa da facilidade de escalonamento,
manuseio e de controle de parametros de bioprocessos (NIGAM, 2009).

Entre as vantagens de se utilizar a fermentacdo submersa esta a possibilidade
do total controle do processo, além da facilidade da recuperacéo de biomassa, sendo
realizada por filtracdo simples ou centrifugacéo (LIMA et al., 2003). E, comparando a
FSS é mais facil de controlar os parametros de fermentacédo, como pH e temperatura,
além de permitir um melhor controle da contaminacdo e requerer menos espaco e
trabalho (MASCARIN et al., 2015).
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2.4 Formulagado de Agentes de Controle a Base de Bacillus

Em uma formulacdo microbiana, o principal foco € preservar o microrganismo
para aumentar sua eficiéncia contra os patégenos alvo. A formulacdo microbiana é
dependente do isolado microbiano, embora possam ocorrer problemas fisicos e
necessidades nutricionais do microrganismo para permanecer ativo por mais tempo
(KESWANI et al., 2016). Além disso, a formulacao dos bioagentes é fundamental para
a tecnologia de aplicacdo do produto, bem como para a vida de prateira do produto.

As espécies de Bacillus sao reconhecidas como bactérias seguras por produzir
compostos industriais e substancias benéficas para as plantas (STEIN, 2005). Este
género bacteriano, € mais extensivamente estudado e formulado comercialmente
(CAWOY et al. 2011). A diversidade genética, a capacidade de esporular e sobreviver
em ambientes hostis, a colonizag¢do rapida e a ampla gama de acao contra fungos
fitopatogénicos, auxiliados por diversos modos de acdo, sdo algumas das razdes
pelas quais o0 género constitui na maioria das formulacdes de biocontrole disponiveis
no mercado (CHALIVENDRA; HAM, 2019).

Inimeros estudos tém discutido as etapas do processo de comercializacao:
isolamento e sele¢cdo de cepas antagonistas, determinacao dos métodos de producéo
em massa, estudos toxicoldgicos, preparacao de formulacéo, controle de qualidade e
eficiéncia de campo (HU et al., 2011; RAMYABHARATHI; MEENA; RAGUCHANDER,
2012; LASTOCHKINA, 2019). O sucesso comercial de microrganismos requer
viabilidade econb6mica, seguranca e estabilidade, longa vida de prateleira, baixo custo
e facil disponibilidade de materiais para uma producdo, além de facilidade de
aplicacdo nas plantas (TEIXIDO et al.; 2011; GOTOR-VILA et al., 2017).

A disponibilidade de formulagbes de agentes de biocontrole eficazes e a
sobrevivéncia ao armazenamento e rapida multiplicacdo e colonizacdo pos-
inoculacdo, séo fatores que importantes para o sucesso do controle biolégico para
doencas de plantas (SALAZAR et al., 2022), no entanto, um dos principais
obstaculos nas aplicacdes de campo da formulacao de organismos a base de Bacillus
como agentes de biocontrole é que seu desempenho em diferentes zonas
agroclimaticas é inconsistente (GAO et al., 2016).

A diminuicdo da variabilidade e aumento da consisténcia dos resultados dos

produtos biologicos estdo entre alguns desafios no preparo de formulacbes. No
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entanto, a necessidade continua de produtos microbiolégicos que apoiem a producao
agricola sustentavel fara com que a descoberta e a comercializacdo de produtos a
base de Bacillus seja uma busca atraente e lucrativa. Porém, a otimizacao desses
organismos benéficos depende também de pesquisas sobre multiplicacéo, formulacao
e métodos de aplicacdo (RAHMAN; MOCCALDI, 2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolados e Manutencéao das Culturas

O isolado de Bacillus velezensis AP-3 utilizado nos estudos foi obtido no
Laboratério de Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini” da Embrapa Meio Ambiente
(Jaguariuna/SP, Brasil). Para a preservacao, fragmentos de das coldnias esporuladas
foram colocados em tubos de criopreservacdo, contendo 1,5 mL de uma solucéo
esterilizada de glicerol a 20% (v/v) e armazenados a -80 °C. O inéculo foi obtido a
partir da transferéncia das culturas estoque para placas de Petri (90 x 10 mm)
contendo nutriente agar (NA) e incubado por dois dias a 28 + 2 °C.

Os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp.
lycopercisi, pertencentes ao Laboratério de Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini” da
Embrapa Meio Ambiente, foram utilizados no estudo. Os isolados foram previamente
cultivados em placas de Petri contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA) e
incubados por sete dias a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 h em BOD para producéo

de indculo.

3.2 Otimizacéo da Fermentacdo Semi-Sélida em Diferentes Substratos

A otimizacdo da fermentacéo do isolado de B. velezensis AP-3 em diferentes
substratos foi realizada utilizando o delineamento experimental de Plackett-Burman, o
qual foi aplicado para estudar o efeito da umidade do substrato (%), teor de nitrogénio
(% pesol/peso), tempo de fermentacédo (dias) e substratos (farinha de arroz e fécula
de batata) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Variaveis e seus valores codificados e niveis utilizados no
planejamento experimental de Plackett-Burman para otimizacao da
producdo de unidades formadoras de colbnias do isolado de

Bacillus velezensis AP-3 em meio sdélido.

Caddigo Niveis
Fatores
-1 0 1
Umidade (%) X1 30 45 60
Teor de N (%) X2 0 1 2
Tempo de fermentacéo (dias) X3 3 5 7
Substratos X4 10g Fa 5gFab5gFb Fb

*Legenda: Fa: Farinha de arroz; Fb: Fécula de batata.

O delineamento foi composto por 12 ensaios + 3 pontos centrais, totalizando
15 ensaios, os quais foram repetidos por trés vezes (Tabela 3). A fermentacao foi
realizada em Erlenmeyers de 250 mL, os quais foram preenchidos com 10 g de
substrato e autoclavados a 121 °C e 1,1 kgf cm? de pressdo por 15 minutos. Na
sequéncia, em cada tratamento, foi adicionado farinha de algodao esterilizada,
ajustada a 1 e 2% do peso do substrato em nitrogénio e a umidade do substrato
ajustada a 30, 45 e 60% (Tabela 1). A matriz do planejamento experimental com
desenho do tipo Plackett-Burman para otimizacdo da producdo de unidades
formadoras de col6nias de B. velezensis AP-3 em meio sélido esta apresentada na

Tabela 2, juntamente no item resultados.
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Tabela 2 - Rendimento da producéo de endésporos de Bacillus velezensis AP-3
obtidos por meio de fermentacéo soélida — Desenho experimental do

tipo Plackett-Burman 12 com 3 pontos centrais.

Ensaios X1 X2 X3 X4
1 1 -1 1 -1
2 1 1 -1 1
3 -1 1 1 -1
4 1 -1 1 1
5 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1
7 -1 1 1 1
8 -1 -1 1 1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0
14 0 0 0 0
15 0 0 0 0

X1: Teor de umidade; X2: Teor de nitrogénio; X3: Tempo de fermentagdo; X4: Substratos

(Farinha de arroz e Fécula de batata).

O ino6culo foi obtido a partir de colbnias desenvolvidas em placas de Petri
durante 24 horas. Dessas placas foi retirada camadas espessas da bactéria com
auxilio de alca de Drigalski, as quais foram transferidas para Erlenmeyers com trés
defletores basais de 250 mL contendo meio de cultura GPL (10 g de glucose; 10 g de
peptona; 5 g de extrato de levedura; 3 g de NaCl; 1 g de KH2POs; 0,5 g de Mg
S04.7H20; 1000 mL de agua destilada, pH-6,0) e incubados em Shaker Orbital com
temperatura de 28 °C por 48 horas a 180 rpm. As suspensdes de indculos foram
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padronizadas em espectrofotbmetro NanoQuant (Infinite M200PRO, TECAN) a 540
nm e calibradas na concentracdo de 1 x 108 células totais/mL.

A avaliacdo da producao de enddsporos viaveis foi realizada no 3°, 5° e 7° dia
de incubacédo a 28 + 2 °C. As amostras testadas foram colocadas em temperatura
ambiente por 35 minutos antes do inicio da andlise. Transcorrido esse tempo, a
diluicdo 10 foi colocada em ultrassom sem aquecimento por 5 minutos, seguida de
agitacdo na intensidade maxima do agitador magnético por 1 minuto e, posteriormente
os tubos foram submersos em banho-maria a 80 + 2 °C por 12 minutos. Apos o
resfriamento, foram transferindo 1 mL da suspenséo de cada um dos tubos tratados
termicamente para 9 mL de 4gua destilada até alcancar a diluicdo de 107. A partir das
diluicbes decimais, uma aliquota de 100 puL da suspensdo de cada um dos meios
foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio NA, aguardando 2 minutos para
a amostra ser absorvida antes de inverter as placas. A incubacéo das placas foi em
BOD a 28 + 2 °C. Cada tratamento contou com trés repeticdes e transcorridos 24

horas de incubacao foi realizada a contagem de col6nias/endésporos.

3.3 Otimizacéo da Fermentacédo Liquida

Em Erlenmeyers de 250 mL com trés defletores basais foram adicionados 90
mL dos diferentes meios esterilizados, mais 10 mL de suspensao contendo o indculo
e incubados em Shaker Orbital com temperatura de 28 °C a 180 rpm por 48 horas. As
composi¢cdes dos meios de cultivo utilizados estdo apresentadas na Tabela 3. O
indculo foi obtido a partir do crescimento do isolado de B. velezensis em meio de
cultura GPL por 48 horas. Cada tratamento foi composto por trés repeticoes. De cada
Erlenmeyer foram retiradas uma aliquota de 10 mL para determinar o numero de

unidades formadoras de coldnia, conforme descrito anteriormente.
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Tabela 3 - Composicdo dos meios liquidos utilizados para otimizagdo da
producdo de unidades formadoras de colénia e numero de

endésporos do isolado de Bacillus AP-3.

Tratamento Identificac&o Composicéo
Meio 1 Sacarose + extrato de 15 g de sacarose; 8 g de extrato de levedura; 1000 mL
levedura de H20 destilada.
Meio 2 Melaco + extrato de 20 g de melaco; 10 g de extrato de levedura; 1000 mL
levedura de H20 destilada.
Meio 3 Melago + ureia 25 g de melaco; 5 g de ureia; 1000 mL de H20O destilada.
Meio 4 Melaco + farelo de 20 g de melacgo; 10 g farelo de algodéao; 1000 mL de H20
algodéo destilada.
Meio 5 Farelo de algodao + 10 g de farelo de algodéo; 15 g de glicose; 1000 mL de
glicose H20 destilada.
3 g de extrato de carne; 5 g de peptona; 1 g de KClI; 0,25
Meio 6 DSM (meio difco de g de MgSOg4; 1000 mL H20 deionizada; 1 mL de Ca
esporulagéo) (NO3)2 1 M; 1mL de MnClz2 10 mM; 1 mL de FeSO4 1
mM.

Para determinacdo do numero de esporos viaveis foi utilizada a metodologia
citada no item 3.2 no qual o substrato fermentado é submetido a diluicdes seriadas
(101, 102...107) e posteriormente plagueadas aliquotas de 100 uL em placas de Petri
contendo NA. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias
por grama de substrato (UFC g'). Cada tratamento contou com trés repeticées e
transcorridos 24 horas de incubacéo foi realizada a contagem de colénias/endésporos,
sendo as médias submetidas a analise de variancia e comparadas pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3.4 Antibiose Avaliada pela Producédo de Antibidticos e Metabélitos
Termotolerantes

A atividade antagonista por meio da producédo de antibidticos e metabdlitos
termotolerantes do isolado de B. velezensis AP-3 foi testada contra os fungos S.
sclerotiorum e F. oxysporum f. sp. lycopercisi. Para tanto, 10 mL de cada um dos
meios obtidos, conforme descrito no item 3.3, foram adicionadas em Erlenmeyers

contendo 90 mL de BDA e autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Em seguida, 10 mL
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do meio de cultura foram transferidos para placas de Petri (90 x 10 mm).
Posteriormente, um disco de micélio de 5 mm do fungo fitopatogénico foi transferido
para o centro da placa. Placas contendo somente meio de cultura BDA foram
utilizadas como testemunhas. As placas foram incubadas a 25 + 2 °C com fotoperiodo
de 12 h.

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes. Foram
realizadas avaliacdes diarias do crescimento micelial, medindo o crescimento em linha
vertical e horizontal, até que as testemunhas cobrissem toda a superficie das placas.
As avaliacOes das placas foram qualitativas (presenca de halos de inibicdo do
crescimento dos fungos fitopatogénicos) e quantitativa (crescimento micelial), sendo

as medicOes feitas com paquimetro digital.

3.5 Formulagéo de Bacillus em Talco e Fécula de Batata

Bacillus foi formulado utilizando os meios no qual foram utilizados substratos
gue mostraram maior estabilidade no ensaio de fermentacéo liquida. Para tanto, em
placas de Petri (100 x 20 mm) foram adicionados 45 mL de suspenséao de cada meio
fermentado e, separadamente, misturado homogeneamente com 60 g de talco e 36 g
de fécula de batata. As misturas foram mantidas em BOD com temperatura de 38 + 2
°C até secagem. ApGs o periodo de secagem os produtos obtidos foram triturados e
0s granulos obtidos armazenados em embalagem plasticas e mantidos em
temperatura ambiente. A viabilidade da formulagcdo em p6-molhavel foi avaliada até

226 dias ap0s a obtencdo da formulacdo em diferentes intervalos de tempo.

3.6 Promocao de Crescimento de Feijoeiro

Para avaliar a promocéo de crescimento, trés sementes de feijdo da cultivar
TAA-DAMA foram semeadas em rizotrons construidos em tubos de PVC de 17,5 cm
de didametro e 100 cm de comprimento, cortados longitudinalmente ao meio, contendo
mistura de substrato Cal Terra® (Artur Nogueira, SP) e solo na proporc¢éo de 1:3 (V/v).

O solo foi coletado de uma profundidade de 0-20 cm na area da fazenda experimental
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da Embrapa Meio Ambiente (Jaguariina/SP) apresentando os seguintes atributos
guimicos e fisicos: MO = 32,3 g kg*; P =9,36 mg dm; K = 128,55 mg dm; Ca = 3,09
cmolc dm3; Mg = 1,48 cmolc dm3; H+Al = 6,10 cmolc dm3; t = 4,99 cmolc dm=3; SB =
4,95 cmolc dm3; V% = 44,54; e pH em H20 = 4,3.

O ensaio consistiu em avaliar os bioprodutos formulados em talco e fécula de
batata descritos no item 3.5 em diferentes formas de aplicacdo. Os tratamentos
estudados no ensaio de inoculacdo foram: T1 - Testemunha; T2 - Tratamento de
sementes com formulado em talco; T3 - Tratamento de sementes com formulado em
fécula de batata; T4 - Aplicacdo no sulco de semeadura com formulado em talco; T5
- Aplicacdo no sulco de semeadura com formulado em fécula de batata; T6:
Tratamento de sementes + Aplicacéo no sulco de semeadura com formulado em talco;
T7: Tratamento de sementes + Aplicacdo no sulco de semeadura com formulado em
fécula de batata.

Em Erlenmeyer de 1000 mL, 100 g dos formulados foram diluidos em 900 mL
de agua destilada, obtendo a concentracdo de 1 x108 UFC mL, sendo essa
concentracdo confirmada pelo método da diluicdo seriada. Para o tratamento de
semente, as mesmas foram embebidas por 5 minutos em suspensdo de cada
formulado separadamente. O volume aplicado no sulco de semeadura foi de 10 mL
da suspensédo de cada formulado a ser testado por semente. O meio de cultura de
melaco + farelo de algodéo foi utilizado na produgéo dos formulados em talco e fécula
de batata.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticbes e sete tratamentos. Dez dias apdés a semeadura (DAS) foi realizado o
desbaste deixando duas plantas por rizotron. Semanalmente foi avaliada a clorofila
utilizando um clorofildmetro (SPAD- 502 Plus) e a altura das plantas. Apés 42 dias da
semeadura foram determinados a massa fresca da parte aérea e do sistema radicular
(9), o volume do sistema radicular (mL) e o comprimento da raiz (cm). Em seguida, as
amostras acondicionadas em sacos de papel foram levadas para estufa de ventilacao
de ar para secagem e obtencdo da massa seca da parte aérea e do sistema radicular
(g). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Otimizacao da fermentacédo solida em diferentes substratos

A fermentacao solida de B. velezensis AP-3 em farinha de arroz e fécula de
batata apresentou grande variacdo de rendimentos na producdo de endosporos em
funcéo dos diferentes fatores e niveis avaliados. As maiores médias da producao de
endoésporos obtidas foram de 2,06 x 108 UFC g™ no ensaio 4 (inéculo inicial de 1 x 108
UFC g, umidade 60%, 0% de teor de N, 7 dias de fermentacéo e fécula de batata
como substrato) e 1,82 x 108 UFC g no ensaio 6 (60% de umidade, pré-indculo de 1
x 10° UFC g, 2% de teor de nitrogénio, 7 dias de fermentacédo utilizando farinha de

arroz como substrato, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Rendimento da producao de Bacillus velezensis AP-3 obtidos por
meio de fermentacdo solida — Desenho experimental do tipo Plackett-

Burman 12 com 3 pontos centrais.

Ensaios Umidade Teor de N Tempo de Substratos UFC g*
(%) (%) Fermentacéo
(dias) @
1 60 0 7 10g Fa 2,4 x 107
2 60 2 3 10gFb 2,1x 108
3 30 2 7 10g Fa 1,8 x 106
4 60 0 7 10gFb 2,06 x 108
5 60 2 3 10g Fb 1,2 x 107
6 60 2 7 10g Fa 1,82 x 108
7 30 2 7 10gFb 1,6 x 107
8 30 0 7 10gFb 1,11 x 108
9 30 0 3 10gFb 1,6 x 106
10 60 0 3 10gFa 1,11 x 10°
11 30 2 3 10g Fa 1,11 x 108
12 30 0 3 10g Fa 0,7 x 108
13 45 1 5 5gFalb5gFb 1,13 x 108
14 45 1 5 5gFal5gFb 1,19 x 108
15 45 1 5 5gFas5gFb 1,06 x 108

Substratos (Farinha de arroz e Fécula de batata).

Todos os fatores avaliados apresentaram diferencas significativas com valores
de P variando entre P < 0,0012 a < 0,0027, indicando que todos os fatores exerceram
influéncia na producdo de enddsporos (Tabela 5). Esses resultados também séao
ilustrados no diagrama de Pareto (Figura 2), onde a barra que se estende além da
linha de referéncia sao consideradas significativas.
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Tabela 5 - Valores estimados dos efeitos e valores de P para umidade (%), teor
de nitrogénio (%), tempo de fermentacado (dias) e substrato (farinha
de arroz e fécula de batata) na producéo de unidades formadoras de

coldnias do isolado de Bacillus velezensis AP-3 em meio sélido.

Fator Efeito Valor-p
Umidade (%) 114259287 0,012
Teor de N (%) 112125358 0,013
Tempo de Fermentacgao (dias) 114211187 0,012
Substrato -99156113 0,027

Figura 2 - Diagrama de Pareto (a < 0,05) com os efeitos padronizados dos
fatores na producdo de enddsporos de Bacillus velezensis AP-3 em diferentes
substratos (UFC g).

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é UFC/g: a = 0,05)
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4.2 Otimizacdo da Fermentacéo Liquida

As contagens da producédo de unidades formadoras de col6nia e do numero de
enddsporos viaveis do isolado B. velezensis AP-3 sé@o apresentados na Tabela 6.
Dentre os meios liquidos utilizados, os compostos por Melago + Farelo de Algodéo e
Farelo de Algoddo + Glucose apresentaram as maiores producdes com 1,69 x 10°e
1,66 x 10° de UFC mL?, respectivamente (Tabela 6). O meio Sacarose + Extrato de
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Levedura apresentou o menor rendimento na contagem de colénias, enquanto os

demais meios de cultura utilizados apresentaram valores medianos (Tabela 6).

Tabela 6 - Unidades formadoras de colonias (UFC mL™) de Bacillus velezensis

AP-3 multiplicado em diferentes meios de culturas sob fermentacéao

liquida.
Tratamento UFC mL*

Sacarose + Extrato de Levedura 4,4x10°c
Melacgo + Ureia 4,1x10%b
Melago + Farelo de Algodao 1,69x10°%a
Farelo de Algodéo + Glucose 1,66 x 10°a
Melaco + Extrato de Levedura 3,5x108bc
DSM 3,5x108bc

Ccv 16,31%

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 5% de
probabilidade.

4.3 Antibiose avaliada pela producéo de antibiéticos e metabdlitos

A atividade antagonista da producdo de metabolitos do B. velezensis AP-3 foi
testada contra os fungos S. sclerotiorum e F. oxysporum (Tabela 7). Bacillus
velezensis AP-3, produzido em todos os meios de culturas testados, inibiu tanto S.
sclerotiorum como F. oxysporum. O meio liquido composto de melaco e extrato de
levedura destacou-se por apresentar maior inibicdo in vitro contra os dois isolados

fungicos (Tabela 7).
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Tabela 7 - Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum e
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici por Bacillus velezensis AP-3

fermentado em diferentes meios de cultura.

S. sclerotiorum F. oxysporum
Meios de cultura Crescimento micelial Crescimento micelial

(mm) (mm)
Controle 7,76 a 7,73 a
Meio sacarose e extrato de levedura 43D 505b
Meio melago e ureia 29b 3,17d
Farelo de algodéo e glicose 18b 4,07 c
Meio melago e extrato de levedura 13b 3,09d
Meio DSM 3.2b 509b
CV (%) 18,47% 4,47%

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 5% de
probabilidade.

4.4 Formulacéo de Bacillus velezensis AP-3 em talco e fécula de batata

A Tabela 8 apresenta os resultados em UFC g de B. velezensis AP-3 quando
formulado em fécula de batata e em talco as formulacfes a partir dos diferentes meios
liquidos utilizados na sua fermentacéo. A maior concentragéo inicial de endésporos (1
DAF) foi obtida nas formulagcdes em que os inertes foram misturados ao meio de
melaco + farelo de algoddo, com 1,3 x 10° UFC g e 1,4 x 10° UFC g em fécula de
batata e talco, respectivamente (Tabela 8).

A viabilidade foi avaliada aos 1, 30, 55, 124 e 226 dias ap0s 0 armazenamento
da formulacéo (Tabela 8). As concentracdes de enddsporos nos meios de melago +
farelo de algodéo e o meio de farelo de algodao + glucose mantiveram constantes até
226 dias apos a obtencédo da formulacdo em talco e fécula de batata, enquanto que o
meio melago + ureia e meio sacarose + extrato de levedura permaneceram viaveis até

124 dias apos a formulacdo em ambos inertes.
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Tabela 8 - Viabilidade de esporos de Bacillus velezensis AP-3 formulados em
talco e fécula de batata apdés 5, 30, 55, 124 e 226 dias de

armazenamento da formulacao (DAF).

Meios de cultivo

UFC g*-TALCO

1 DAF 30 DAF 55 DAF 124 DAF 226 DAF
Meio Melago + Farelo de Algoddo  1,4x10° 1x10° 1,9x10° 3x10° 1,6 x 10°
Meio Melacgo + Extrato de Levedura 2,6 x 108 1 x 108 3x 108 1x108 2 x 108
Meio Melago + Ureia 2,1x10% 3 x108 1x 108 4 x 108 0
Meio Farelo de Algod&do + Glucose  1,3x10%®  1x 108 1x108 3x 108 2 x 108
Meio Sacarose + Extrato de
Levedura 2,8x107 1x107 1x 107 0 0
UFC g - FECULA DE BATATA
Meios de cultivo
1 DAF 30 DAF 55 DAF 124 DAF 226 DAF
Meio Melago + Farelo de Algoddo  1,3x10° 1,3x10° 1,4x10° 1,1x10° 1,3x10°
Meio Melacgo + Extrato de Levedura 1,9 x10®8  1x 108 3x 108 1x108 0
Meio Melago + Ureia 1,8x10® 3 x108 2x 108 1,6 x 108 0
Meio Farelo de Algod&do + Glucose 1,6 x 108 1 x 108 1x108 3x 108 1x108
Meio Sacarose + Extrato de
Levedura 2,4x10" 2x10’ 2 x 107 1x 10’ 0

4.5 Promocao de Crescimento

Em relacdo ao ensaio de promogé&o de crescimento, ndo foram observadas
diferencas significativas para nenhum dos parametros avaliados (Tabela 9) com os
produtos e formas de aplicacdo testados. No entanto, observa-se que o volume e as
massas frescas e secas do sistema radicular foram sempre superiores nos
tratamentos que receberam o produto formulado a base de B. velezensis AP-3 (Tabela
9). A aplicacdo via tratamento de semente e no sulco de semeadura do produto
formulado com fécula de batata aumentou em 87% e 67% as massas frescas e secas

do sistema radicular do feijoeiro em relacéo ao controle.
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Tabela 9 — Efeito dos produtos formulados a base de Bacillus velezensis AP-3

aplicados via tratamento de sementes e no sulco de semeadura no

desenvolvimento de feijoeiro.

Massa Massa Massa Massa Volume
fresca secada Diametro frescado seca do do
Tratamento
da parte parte da haste sistema sistema sistema
aérea aérea radicular  radicular radicular
T1-Controle 253,2 40,6 55 44,6 4,9 4,8
T2-Tratamento de 269,8 41,0 5,3 57,9 5,2 8,8
sementes com
formulado em talco
T3-Tratamento se 264,4 42,4 5,5 69,6 6,8 9,8
sementes (TS) com
formulado em fécula
de batata
T4-Aplicacéo no sulco 250,6 36,2 52 63,8 59 8,6
de semeadura do
formulado em talco
T5- Aplicacéo no sulco 263,8 34,7 5,8 83,8 8,2 8,2
de semeadura do
formulado em fécula
de batata
T6-TS + aplicacédo no 233,2 37,3 5,2 58,7 5,8 7,5
sulco de semeadura do
formulado em talco
T7-TS + aplicagéo no 250,4 39,4 5,7 67 5,4 7,8

sulco de semeadura do
formulado em fécula

de batata

Os valores das massas sdo em g, o diametro em mm e o volume em mL por planta. Nao foram
verificadas diferengas estatisticas entre os tratamentos para nenhum dos parametros avaliados.
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5 DISCUSSAO

A fermentacéao utilizando microrganismos nos processos biotecnologicos para
uso na agricultura € uma alternativa viavel empregada nos dltimos anos, devido as
suas inumeras vantagens, tais como a elevada capacidade fisiologica de reproducéo
e a producao de diversas substancias sob diferentes temperaturas, pHs e meios de
cultivo (SILVA et al., 2012).

No presente estudo, foi evidenciado que a fermentacao sélida pode ser usada
para produzir altas concentracdes de enddsporos de B. velezensis AP-3 em meios de
cultivo de baixo custo como fécula de batata e farinha de arroz (Tabela 4). Rayhane
et al. (2020) pontuaram que os residuos agricolas sdo excelentes substratos para o
processamento e produ¢ao na fermentagcdo em estrado sélido, pois contém nutrientes
gue permitem que 0s microrganismos crescam. Além disto, a escolha de um substrato

apropriado depende também de preco e acessibilidade.

Na fermentacdo em estado solido foi utilizado o desenho experimental de
Plackett-Burman que €é empregado para otimizar bioprocessos (MONTGOMEY,
2005). Uma vantagem desse delineamento esta em avaliar a influéncia de diferentes
variaveis, bem como interacdes entre eles, o que permite selecionar as melhores
condi¢Bes para otimizar o meio de cultura, favorecendo a méaxima produgédo, com
reducdes de mao de obra, tempo e custos (MONTGOMEY, 2005). A interacao dos
fatores comparados nessa pesquisa baseou-se no teor de nitrogénio, tempo do
processo fermentativo, substratos e porcentagem de umidade, conforme
apresentados na Tabela 1. A umidade inicial e a atividade da &gua, a natureza e o
tamanho das particulas soélidas, o volume do inéculo e nutrientes afetaram a eficicia
da fermentacdo em estado solido (MENDES et al., 2015; VASSILEB; MENDES, 2018).
Contudo, Selo et al. (2021) atestaram que este tipo de processo fermentativo permite
gue 0s microrganismos crescam em um ambiente com baixo teor de agua ou até
mesmo sem agua, diferindo dos dados obtidos neste estudo, onde as maiores
concentracGes de UFC g foram observadas nos ensaios de fermentacdo com 60%
de umidade (Tabela 3). Estudos conduzidos para avaliar a producdo de esporos de
Bacillus atrophaeus por fermentacdo em estado solido usando como substratos o
bagaco de cana e melaco de soja mostraram que a esporulacao atingiu de 1,7 até 4,7
x 10'° UFC g com 88 a 93% de umidade inicial (SELLA et al., 2009).
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Em relagdo a fermentacdo em estado liquido, o meio contendo sacarose e
extrato de levedura produziu a menor concentracdo de esporos de (4,4 x 10’ UFC mL"
1) mostrando-se 0 menos promissor comparado aos demais meios testados. A maior
concentracédo obtida foi de 1,69 x 10° UFC mL! (meio de melaco com farelo de
algodao). No entanto, estudos realizados visando o aumento da producéo de esporos,
tem descritos concentragdes de 1,56 x 10° UFC mLt (CHEN et al., 2019) e 7 x 10%0
UFC mL* (KHARDZIANI et al., 2017) de Bacillus subtilis em fermentacdo submersa.
Este modelo de fermentacdo pode sofrer influéncia de diversos fatores tais como, o
isolado bacteriano, as fontes de carbono e nitrogénio, temperatura, pH e quantidade
e idade do inéculo (FATEMEH et al., 2019) entre outros. Um maior rendimento de
endosporos pode ser alcancado otimizando as condi¢des de cultura ou fermentacao
em biorreatores com melhor ventilagcdo e agitagdo usando um meio otimizado como
base (KHARDZIANI et al.,, 2017). Por conta disto, na otimizagcdo dos processos
fermentativos, diferentes combinacdes e sequéncias de condi¢cbes de processo e de
componentes do meio sdo necessidades a serem investigadas para determinar o
estado de crescimento que produz mais biomassa com o melhor estado fisiologico
constituido para a formacdo do produto (STANBURY et al., 1997). Outro ponto
importante a se considerar € a composi¢do do meio de cultivo, pois, este e a condicdo
do processo, desempenham um papel critico, para a obtencédo da concentragao final
e na producéo de um determinado produto. Portanto, para um processo econémico é
importante levar em conta a otimizacdo do meio de fermentacdo e as condi¢cdes do
processo, com a finalidade de maximizar os lucros do processo de fermentagao
(SCHIMIDT, 2005).

O potencial antagonista de B. velezensis AP-3 foi comprovado em todos 0s
tratamentos ao qual foi confrontado com F. oxysporum e S. sclerotiorum. O género
Bacillus apresenta grande relevancia no emprego da protecdo das plantas contra
fitopatogenos, principalmente pelo complexo arsenal de mecanismos de a¢édo, como
a sintese de substancias antimicrobianas, producdo de metabdlitos e compostos
volateis e por induzir respostas de resisténcia sistémicas (LEELASUPHAKUL et al.,
2018; CUCU et al., 2020). O controle e/ou reducéo no crescimento de F. oxysporum
apresenta relevancia na agricultura, considerando que este patdégeno é conhecido
pela dificuldade de manejo e capacidade de sobrevivéncia com a formacédo de

clamiddsporos, além de infectar e causar doenca mesmo em cultivares com diferentes
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genes de resisténcia (PRIHATNA et al., 2018; SRINIVAS et al., 2019). A inibicdo do
crescimento de espécies de Fusarium por Bacillus spp. foi relatada em diferentes
estudos (KAI et al., 2009; PRASHAR; KAPOOR; SACHDEVA, 2013; ROCHA;
MOURA, 2013; MEDEIROS; BETTIOL, 2021; PACIFICO et al., 2021). Em estudos in
vivo, duas cepas de Bacillus proporcionaram reducdo em 57% e 68% do
desenvolvimento fangico, comparado as plantas ndo tratadas. A mesma acao

antagonista foi comprovada em ensaios in vitro (LIMA et al., 2014).

Os ensaios de antagonismo in vitro sdo necessarios no processo de selecéo
de agentes microbianos de biocontrole, pois permitem reconhecer a competéncia e a
variabilidade dos isolados submetidos ao confrontamento com patogenos. Os
resultados deste trabalho, estdo em concordancia com os obtidos por Grady et al.
(2019) e Fazle Rabbee e Baek (2020) sobre a existéncia de compostos antifungicos
produzidos por B. velezensis, incluindo surfactinas (GRADY et al., 2019), fengicinas
(ADENIJI et al., 2019) e bacilomicina D (LUNA-BULBARELA et al., 2018). Também
com o isolado AP-3 de B. velezensis Pacifico et al. (2021) e Medeiros e Bettiol (2021)
observaram a inibicdo de F. oxysporum f. sp. vasinfectum e F. oxysporum f. sp.

lycopersici.

Embora a maioria das espécies de Bacillus produza metabdlitos secundarios,
sua producdo nem sempre é conservada entre as espécies de Bacillus ou mesmo
entre as cepas. Palazzini et al. (2016) construiram uma arvore filogenémica de jungéo
de vizinhos a partir dos genomas centrais de B. velezensis, B. amyloliquefaciens e B.
siamensis. Todas as cepas possuiam agrupamentos de genes para a producao de
surfactina, bacilibactina, minociclina e um substancia semelhante a iturina (iturina ou
bacilomicina), além disso, as cepas de B. velezensis continham bacilisina, fengicinas
(PALAZZINI et al., 2016).

Wang et al. (2019) relataram que B. velezensis FKM10, isolado do solo da
rizosfera de macieiras, produziu protease e sideréforos e inibiu significativamente o
crescimento de Fusarium verticillioides. De acordo com Shahid et al. (2021), B.
velezensis BS1 produziu celulase, protease e siderdforos e inibiu o crescimento
micelial de Botrytis cinerea isolado de morango, Rhizoctonia solani e S. sclerotiorum

isolados da alface, indicando que a cepa tem um amplo espectro contra patégenos
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fungicos de importancia agricola (SHAHID et al., 2021). A agéo sobre S. sclerotiorum

também foi observada no presente trabalho.

Apesar da importancia dos ensaios in vitro para avaliar grande numero de
cepas bacterianas é importante avaliar o potencial de biocontrole em associacdo com
plantas cultivadas em substrato ou solos infestados com os fitopatégenos. Para fazer
tais avaliagbes, uma variedade suscetivel e uma densidade adequada do in6culo do
patégeno devem ser usadas para que a planta ndo morra rapidamente (Rocha et al.,
2017).

Em relacdo a formulacéo de B. velezensis AP-3, o tratamento com meio de
melaco + farelo de algod&o apresentou maior quantidade de esporos, com 1,3 x 10°
UFC g*! quando formulado em fécula de batata (Tabela 7). Este mesmo meio
fermentado mostrou resultado similar quando formulado em talco, proporcionando

uma maior quantidade de enddésporos quando comparados aos demais tratamentos.

A producdo de estruturas de resisténcia, capacidade biocontroladora de
doencas de plantas e diversidade de modos de acdo sao caracteristicas de bactérias
do género Bacillus atrativas que facilitam sua utilizacdo na formulacéo de bioprodutos
(CAWOY et al., 2011). O talco e a fécula de batata foram utilizados na formulacédo
como ingredientes inertes devido a baixa granulometria. O uso de ingredientes inertes
na formulacdo em po6 deve-se ao fato de atuarem como agentes antiaglomerantes,
protetores ultravioletas e como materiais adesivos pra aumentar a adsorcao
(KESWANI et al., 2016).

Em uma formulac&o microbiana o principal foco é preservar o microrganismo
para aumentar seu antagonismo contra os patdgenos alvo. A poténcia da formulacéo
microbiana é dependente da cepa de microrganismo usada, embora possa haver
problemas fisicos e necessidades nutricionais do microrganismo para permanecer
ativo por mais tempo (KESWANI et al., 2016). Para o sucesso comercial de um
produto microbiano em mercado é fundamental que tenha longa vida util, possa ser
armazenado em temperatura ambiente, o microrganismo benéfico seja capaz de
sobreviver e proliferar em condicdo de campo, apresente facilidade de manuseio e
aplicacdo e seja eficiente no controle de patégenos (KESWANI et al.,, 2016). O
interesse da formulacdo com espécies de Bacillus deve-se a sua capacidade de

formar esporos que apresentam longa duracéo, sao tolerantes aos estresses, além de
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gue esses organismos secretam metabdlitos que estimulam o crescimento das plantas
e prevenem a infeccao por patégenos (RADHAKRISHAN et al., 2017). As formulacbes
aqui desenvolvidas apresentaram vida de prateleira de até 226 dias, quando foi

realizada a ultima avaliacdo, contudo, possivelmente, seja superior a esse tempo.

No estudo para avaliar a promocéo de crescimento das formulacdes contendo
B. velezensis em feijoeiro ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
parametros avaliados. Contudo, B. velezensis AP-3, formulado em fécula de batata,
estimulou o desenvolvimento do sistema radicular, com aumento de até 87% na sua
massa fresca (Tabela 9). Embora ndo tenham sido observadas diferencas
significativas, nota-se que as meédias de parte aérea fresca e seca do tratamento de
sementes com fécula de batata e tratamento de semente com talco foram superiores

ao tratamento controle.

Bahadir et al. (2018) obtiveram potenciais isolados de Bacillus para serem
utiizados como bioinoculantes de varias fontes, sendo que parte somente
promoveram incremento no comprimento de raiz e parte aérea. Bacillus velezensis
BS1 foi relatado como promotor de crescimento em ensaios conduzidos com plantulas
de pimenta malagueta mesmo nao diferindo estatisticamente da testemunha (SHIN et
al., 2021). Em experimentos em casa de vegetacdo e campo, a adicdo da linhagem
de B. velezensis XT1 aumentou a biomassa da parte aérea entre 37 e 43,8% e a altura
em 20,1 e 22,2% de plantas de tomate, respectivamente. Quando aplicada
diretamente no solo, esta cepa incrementou significativamente a massa fresca da
parte aérea das plantas de tomate, pimentdo, abdbora e pepino em 53%, 63,6%,
129,2% e 100,8%, respectivamente, em relagdo ao controle (TORRES et al., 2020).
O potencial de B. velezensis BAC-03 em promover crescimento foi avaliado em
cenoura, beterraba, pepino, pimenta, batata, rabanete, abdbora, tomate e nabo. No
entanto, os resultados mostraram que BACO03 aumentou o crescimento de algumas
plantas testadas em varios niveis em diferentes partes da planta (MENG; JIANG;
HAO, 2016). Segundo Adrees et al. (2019), o género Bacillus pode estimular o
crescimento e rendimento das culturas, porém que cepas isoladas e selecionadas
podem nao apresentar o mesmo efeito em espécies de plantas diferentes, sendo
necessario testar seu potencial em espécies e regides distintas. O isolado AP-3 de B.
velezensis utilizado no presente trabalho promoveu o crescimento do sistema
radicular de tomateiros em até 163% (MEDEIROS; BETTIOL, 2021).



55

6 CONCLUSOES

As modificacbes de parametros no meio de cultura alteram a quantidade de

endosporos produzidos por Bacillus velezensis AP-3.

A producéo via fermentacdo em estado sélido com farinha de arroz e fécula de

batata € viavel quando fermentadas durante 7 dias a 60% de umidade.

O meio liquido contendo Melaco + Farelo de Algoddo proporcionou
concentragfes expressivas de endésporos de B. velezensis AP-3 via fermentacao

submersa e sua viabilidade foi mantida em formula¢cées em talco e fécula de batata.

Bacillus velezensis AP-3 inibiu o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.

lycopersici e de S. sclerotiourm.
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