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RESUMO
O fungo Bipolaris oryzae ameaga constantemente a cultura do arroz, causando a
doencga conhecida como a mancha parda, que resulta na diminuicdo da qualidade dos
grdos e redugéo significativa do rendimento. O controle eficiente das doengas nos
cultivos de arroz é um fator de grande relevancia na agricultura e envolve a
identificacdo de espécies antagdnicas. Um método promissor para o controle dessas
doencas é o controle bioldgico, que utiliza bactérias do género Bacillus sp. Em alguns
casos, essa abordagem tem mostrado resultados promissores, com a reducdo da
incidéncia do fungo e melhoria na salde das plantas. No entanto, sua eficiéncia pode
ser dependente do tipo de cultura e das condi¢cGes ambientais. Este trabalho tem como
objetivo isolar e avaliar o potencial antagbnico de trés cepas bacterianas do género
Bacillus como agentes de biocontrole contra B. oryzae em duas variedades de arroz
(Predileta e Rubeita). Dessa forma, a primeira parte do estudo consiste na andlise
sanitaria das sementes, com 0 objetivo de identificar os fungos associados a essa
cultura, bem como avaliar o potencial patogénico desses microrganismos. Outra etapa
da pesquisa envolveu a aplicacdo in vitro e in vivo dos isolados. Também foram
realizados estudos moleculares para identificar compostos relacionados a atividade
antimicrobiana contra os fungos patogénicos. Com base nos resultados da analise
sanitaria, observou-se alta diversidade de fungos associados as sementes de arroz das
variedades Rubelita e Predileta, tanto antes quanto apds o tratamento. Dentre os
fungos encontrados, B. oryzae, demonstrou ser altamente patogénico para a cultura
do arroz, com indices de transmissdo da doenca de 3 e 5% respectivamente. Nos
ensaios in vitro realizados contra B. oryzae, os isolados Bacillus sp. OP938255.1 e
Bacillus sp. OP938696.1 demostraram inibicdo do crescimento micelial ja a partir do
segundo dia de incubacdo, tendo se mantido constante com 50% de inibicdo ao final
de sete dias. Em contraste, B. velezensis, se destacou entre os isolados, apresentando
uma taxa de inibicdo expressiva de 95%. Em testes in vivo, os trés isolados se
mostraram altamente eficazes na atividade antagonista ao fungo, resultando em uma
reducdo da severidade da doenca nas plantas da variedade Rubelita, cujos indices
ficaram abaixo de 5%. A cepa Bacillus sp. OP938255 foi especialmente eficaz,
reduzindo significativamente a severidade da doenca quando aplicada na
concentragdo de 1,0 x 107, alcancando um indice menor que 1. Na caracterizagio

bioquimica, todos os testes foram positivos, exceto para Acido Indol-Acético (AlA) e



solubilizacdo de potéssio. A especie B. velezensis foi a Unica identificada como
produtora de protease, sugerindo seu potencial como promotor de crescimento
vegetal. No que diz respeito a caracterizagdo molecular B. velezensis foram geradas
6.310.092 leituras de extremidade emparelhada para B. velezensis. O genoma foi
estimado em 3.913.362 pares de bases, com um teor médio de G+C de 46,51%.
Adicionalmente, foram identificados genes que desempenham papéis na biossintese
de peptideos ribossémicos e antifingicos, como surfactina e fengicina, que tém a
capacidade de inibir a formacéo de conidios de fungos patogénicos. Esses achados
evidenciam a viabilidade de B. velezensis como uma alternativa promissora para a

gestdo sustentavel de doencas em culturas agricolas.

Palavras-chave: Potencial antag6nico. Bipolaris sp. Controle bioldgico. Bacillus spp.



ABSTRACT

The fungus Bipolaris oryzae constantly threatens rice crops, causing the disease
known as brown spot, which results in reduced grain quality and a significant
reduction in yield. Efficient disease control in rice crops is a highly relevant factor in
agriculture and involves the identification of antagonistic species. A promising
method for controlling these diseases is biological control, which uses bacteria of the
genus Bacillus sp.. In some cases, this approach has shown promising results, with
reduced incidence of the fungus and improved plant health. However, its efficiency
may depend on the type of crop and environmental conditions. This study aims to
isolate and evaluate the antagonistic potential of three bacterial strains of the genus
Bacillus as biocontrol agents against B. oryzae in two rice varieties (Predileta and
Rubeita). Thus, the first part of the study consists of the sanitary analysis of the seeds,
with the aim of identifying the fungi associated with this crop, as well as evaluating
the pathogenic potential of these microorganisms. Another stage of the research
involved the in vitro and in vivo application of the isolates. Molecular studies were
also carried out to identify compounds related to antimicrobial activity against
pathogenic fungi. Based on the results of the sanitary analysis, a high diversity of
fungi associated with rice seeds of the Rubelita and Predileta varieties was observed,
both before and after treatment. Among the fungi found, B. oryzae was shown to be
highly pathogenic for rice crops, with disease transmission rates of 3 and 5%,
respectively. In in vitro tests performed against B. oryzae, the isolates Bacillus sp.
OP938255.1 and Bacillus sp. OP938696.1 demonstrated inhibition of mycelial
growth from the second day of incubation, remaining constant with 50% inhibition
after seven days. In contrast, B. velezensis stood out among the isolates, presenting a
significant inhibition rate of 95%. In in vivo tests, the three isolates proved to be
highly effective in antagonistic activity against the fungus, resulting in a reduction in
the severity of the disease in Rubelita plants, whose rates were below 5%. The
Bacillus sp. OP938255 strain was especially effective, significantly reducing disease
severity when applied at a concentration of 1.0 x 107, reaching an index lower than 1.
In the biochemical characterization, all tests were positive, except for Indole-Acetic
Acid (IAA) and potassium solubilization. The B. velezensis species was the only one

identified as a protease producer, suggesting its potential as a plant growth promoter.



Regarding the molecular characterization of B. velezensis, 6,310,092 paired-end
reads were generated for B. velezensis. The genome was estimated at 3,913,362 base
pairs, with an average G+C content of 46.51%. Additionally, genes that play roles in
the biosynthesis of ribosomal peptides and antifungals, such as surfactin and
fengycin, which have the ability to inhibit the formation of conidia of pathogenic
fungi, were identified. These findings highlight the viability of B. velezensis as a

promising alternative for sustainable disease management in agricultural crops.

Keywords: Antagonistic potential. Bipolaris sp. Biological control. Bacillus
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz da espécie Oryza sativa é fonte de alimento de mais do 50% da
populacdo mundial, (Autarmat; Treesubsuntorn; Thiravetyan, 2023; Huluka; Kumsa,
2022). E cultivada em mais de 115 paises, com uma média de 162 milhdes de
hectares colhidos, totalizando aproximadamente 755 milhdes de toneladas produzidos
(Imran et al., 2023). Entre os principais produtores mundiais, o Brasil participa com
x% ocupando a oitava posicdo, onde a maior parcela da producdo de arroz é
proveniente dos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Tocantins,
contribuindo com 13,6, 1,9 e 1,2 milhGes de toneladas respectivamente (Santos et al.,
2021; Alves Ribeiro; Reinaldo Alves, 2022).

Embora a quantidade total de arroz produzido mundialmente seja
significativa, esse suprimento geralmente ndo € suficiente para atender a demanda
local e global. Somado a isso, as lavouras de arroz tém sido constantemente afetadas
por diversos fatores bidticos e abidticas, que impactam significativamente a cultura
levando a perda de rendimento e qualidade dos gréos (Huluka; Kumsa, 2022). No caso
do fator bidtico, o fungo B. oryzae é o mais importante. E um patégeno necrotrofico,
que afeta os estagios inicias e finais da planta, sendo considerado um dos principais
fungos responsaveis pela doenca da mancha parda, (DA SILVA LOBO; CORSI DE
FILIPPI; SITARAMA PRABHU, 2021). Esse fungo atua secretando citotoxinas,
como a Ophiobolin, que inibe o crescimento de plantas e a germinagédo de sementes,
levando assim a perdas significativas da cultura e producdo de arroz em todo o
mundo, representando uma ameaca anual a seguranca alimentar (SHAO et al., 2021;
CIMINI et al., 2022). Qutros sintomas causados pela B. oryzae compreendem as
manchas marrons nos estagios iniciais de desenvolvimento da planta. Nas folhas,
essas manchas se diferenciam com um centro cinza ou esbranquicado, cilindricas ou
ovais formando uma auréola amarela, enquanto as manchas jovens sdo pequenas,
circulares, e podem aparecer como manchas marrom-escuras ou marrom- purpura.
(THUY et al., 2023).

O uso de culturas resistentes no controle de doencas tem sido amplamente
recomendado como uma estratégia eficaz para o controle de doengas em plantas.

Contudo, a oferta de variedades resistentes ainda é limitada, e o nUmero de cultivos
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disponiveis ndo é suficiente para atender a crescente demanda, especialmente
considerando a diversidade e especificidade dos patdgenos. Além disso, ha ainda
limitacGes na compreensdo dos mecanismos moleculares e fisiologicos de defesa das
plantas, o que dificulta o desenvolvimento de culturas mais eficientes no combate a
essas doencas. Isso contribuiu para a vulnerabilidade de algumas variedades de

arroz, que se tornaram suscetiveis a importantes fitopatogenos como Pyricularia

grisea (Guerrero et al., 2022) e B. oryzae (Ota et al., 2021).

Com o crescimento populacional, € necessario implementar um
gerenciamento mais eficaz do cultivo para aumentar a producéo. Entre as diversas
abordagens disponiveis, o controle biol6gico se destaca como uma das mais comuns.
Nesse contexto, a inoculacdo com bactérias do género Bacillus tem se mostrado
particularmente eficaz. Estudos recentes demonstraram que essa pratica contribui
para 0 aumento do crescimento das plantas e para a resisténcia do arroz contra fungos
como B. oryzae (Arnaouteli et al., 2021; Perea-Molina et al., 2022; Diniz et al.,
2023). Isso ocorre porque as espécies de Bacillus possuem diversos mecanismos para
inibir o crescimento de microrganismos fitopatogénicos, como a producdo de
quitinases, incluindo as enzimas ChiA e ChiB, que desempenham um papel crucial na
atividade antagonica contra diversos patdgenos de plantas (Arnaouteli et al., 2021).
Espécies como Bacillus methylotrophicus e Bacillus subtilis demonstraram inibicéo
significativa de Alternaria triticina e Bipolaris sorokiniana por meio dessas enzimas
(Saini et al., 2024).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é isolar, caracterizar molecularmente
e avaliar o potencial antagbnico, tanto in vitro quanto in vivo, de trés cepas de
bactérias do género Bacillus, com potencial para serem utilizadas como agentes de

controle contra Bipolaris oryzae.
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1. OBJETIVO GERAL

Isolar, caracterizar molecularmente e avaliar o potencial antagbnico in vitro e
in vivo de trés cepas de bactérias pertencentes ao género Bacillus, como agentes de

controlo biol6gico contra B. oryzae.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a qualidade sanitaria de sementes de arroz das variedades
Rubelita e Predileta.

e ldentificar e caracterizar molecularmente cepas do género Bacillus.

e Avaliar o potencial antagbnico in vitro e in vivo dos trés

isolados de Bacillus contra Bypolarys oryzae.
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2. CAPITULO 1 QUALIDADE SANITARIA INTRINSECA DE SEMENTES DE
ARROZ DAS VARIEDADES RUBELITA E PREDILETA

RESUMO

Nos Gltimos anos, tém-se identificado problemas que impactam o crescimento e a
produtividade dos cultivos de arroz. Estes incluem restricGes bioticas e doencas
causadas por fungos e bactérias, como o fungo Bipolaris oryzae. A presenca destes
patdgenos nas sementes de arroz, especialmente em variedades como a Rubelita e a
Predileta, pode ocasionar doencas e reduzir a produtividade das plantas, afetando a
producdo agricola e a seguranca alimentar. E crucial implementacio de estratégias
eficazes para gerenciar e controlar a propagacdo desses organismos prejudiciais,
visando proteger a saude e a produtividade das lavouras. Os estudos de sanidade das
sementes fornecem informac@es sobre os patdgenos e suas opg¢bes de controle. Assim,
este trabalho visou a avaliacdo da sanidade destas sementes e o potencial desses
microrganismos em transmitir a doenca. A metodologia utilizada nesses estudos
seguiu os principios de Koch, estabelecendo uma relagdo causal entre o
microorganismo causador e a doenca. Verificou-se que fungos saprofitos, como
Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, e patogénicos como Bipolarys oryzae e
Fusarium, estavam associados as sementes das variedades Rubelita e Predileta, com
e sem assepsia. Dentre os fungos observados, B. oryzae, mostrou potencial para
conferir a doencga da semente para a plantula, com taxas de transmissdo de 3% nas
sementes de Predileta e 5% nas sementes de Rubelita. Além disso, testes de
patogenicidade mostraram que apenas o fungo do género B. oryzae foi patogénico
para as plantas de arroz dessas variedades. Fungos nao saprofitos de armazenamento,
como Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, podem degradar as sementes, enquanto 0s
patégenos das plantas, como Fusarium sp. e B. oryzae, reduzem a germinagéo e a
vigorosidade das plantas. Esta pesquisa confirma a capacidade das sementes de
disseminar patdgenos para outras culturas além de evidenciar a importancia da analise

da sanidade das sementes para a implementacao de medidas de controle eficazes.

Palavras-chave: Controle biologico. Fitopatogenos. Bipolaris oryzae.
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ABSTRACT

In recent years, problems have been identified that impact the growth and
productivity of rice crops. These include biotic constraints and diseases caused by
fungi and bacteria, such as the fungus Bipolaris oryzae. The presence of these
pathogens in rice seeds, especially in varieties such as Rubellita and Predileta, can
cause diseases and reduce plant productivity, affecting agricultural production and
food security. Implementing effective strategies to manage and control the spread of
these harmful organisms is crucial to protecting crop health and productivity. Seed
health studies provide information about pathogens and their control options. Thus,
this study aimed to evaluate the health of these seeds and the potential of these
microorganisms to transmit the disease. The methodology used in these studies
followed Koch's principles, establishing a causal relationship between the causative
microorganism and the disease. It was found that saprophytic fungi, such as
Aspergillus, Penicillium and Rhizopus, and pathogenic fungi, such as Bipolarys
oryzae and Fusarium, were associated with the seeds of the Rubelita and Predileta
varieties, with and without asepsis. Among the fungi observed, B. oryzae showed
potential to transmit the disease from seed to seedling, with transmission rates of 3%
in Predileta seeds and 5% in Rubelita seeds. Furthermore, pathogenicity tests showed
that only the fungus of the genus B. oryzae was pathogenic to rice plants of these
varieties. Non-saprophytic storage fungi, such as Aspergillus, Penicillium and
Rhizopus, can degrade seeds, while plant pathogens, such as Fusarium sp. and B.
oryzae, reduce germination and plant vigor. This research confirms the ability of
seeds to disseminate pathogens to other crops and highlights the importance of

analyzing seed health for the implementation of effective control measures.

Keywords: Biological control. Phytopathogens, Bipolaris oryzae.
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2.1 INTRODUCAO

O arroz, uma cultura originaria da Asia, € uma graminea cultivada em diversos
paises e representa a principal fonte de alimentacdo para a maioria da populagédo
mundial, desempenhando, portanto, um papel crucial na seguranca alimentar global.
No entanto, essa cultura vital enfrenta desafios significativos, especialmente em
razdo de doencas bioticas causadas por fungos e bactérias, as quais ndo apenas
reduzem a produtividade das plantacdes, mas também comprometem a oferta de
alimento em varias regifes do mundo (Freitas, 2022; Behera, 2024).

Um exemplo de agentes patogénicos conhecidos dessa cultura é o fungo
Bipolaris oryzae e o Fusarium, os quais tém sido apontados como responsaveis pela
doenga conhecida como mancha castanha. Esta doenga afeta a qualidade das
sementes em todos os estagios de desenvolvimento da planta, resultando em uma
reducdo de produtividade de arroz de 10 a 30% nas areas impactadas, o que
compromete a alimentacdo de mais de 60 milhGes de pessoas (Zhang; Islam; Liu,
2022).

Além desses patdgenos, fungos saprofiticos que afetam o armazenamento das
sementes desempenham um papel significativo na qualidade e salde das sementes de
arroz. Esses fungos podem prejudicar a germinacdo, o crescimento e o conteldo
nutricional das sementes, agravando ainda mais as perdas econdmicas na producao de
arroz. A diversidade desses fungos € grande, variando conforme o clima e a regido.
Exemplos bem conhecidos de fungos saprofiticos incluem Aspergillus sp.,
Penicillium sp e Rhizopus sp. (Purushotham et al., 1996; Ackaah; Nyaku; e Darkwa,
2023; Laut et al., 2023).

Diante desse cenario, o desenvolvimento de estratégias de controle se torna
necessario para reduzir o impacto desses fungos. O controle bioldgico surge como
uma ferramenta promissora para mitigar os danos causados por agentes patogénicos
como o B. oryzae (Roy; Shil, 2020; Zhang; Islam; Liu, 2022; Behera, 2024). Além
disso, tém sido comprovadas vantagens ambientais significativas do controle
bioldgico em comparagdo com os métodos tradicionais, por permitir uma producéo
sustentavel nas culturas de arroz (Bandeira Silva et al., 2019).

Dentre 0s inimeros microrganismos estudados, a utilizacdo de bactérias,
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especialmente dos géneros Bacillus, tem se revelado eficaz no controle de fungos
patogénicos em sementes de arroz, minimizando a transmissdo desses
microrganismos as plantulas e, consequentemente, reduzindo o impacto negativo na
producdo (Prabhukarthikeyan et al., 2019; Ramirez-Pool et al., 2024). Apesar de sua
eficiéncia, o sucesso das espécies de Bacillus no controle biolégico pode ser
influenciado pelo tipo de patdgeno especifico da regido, que aliada as condicOes
ambientais locais influi significativamente o desenvolvimento e a propagacdo da
doenca (Rajkumari; Pandey, 2019; Setiaji et al., 2023; Nihorimbere et al., 2024).
Como as sementes sdo uma fonte potente de disseminacgdo de varias doencas (Gupta;
Kumar, 2020), a avaliacdo especifica da qualidade sanitaria delas torna-se, portanto,
crucial, uma vez que ela permite identificar os patégenos predominantes, fornecendo,
assim, subsidios importantes para o desenvolvimento de estratégias de manejo
adaptadas as condicdes locais.

Nesse contexto, este estudo busca investigar a qualidade sanitaria das
sementes de duas variedades de arroz, Rubelita e Predileta, com o objetivo de avaliar
a presenca e incidéncia de fungos patogénicos na cultura de arroz, bem como o
potencial de infeccdo desses patdgenos, visando assim fornecer dados essenciais para

manejo adequado e controle fitossanitario na cultura do arroz.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1Amostras

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biologia Molecular e

laboratério de Fitopatologia, da Universidade Federal do Tocantins - Campus de
Gurupi (UFT). Para este estudo foram utilizadas duas cultivares de arroz. Rubelita
(Oryza e L) e Predilleta (L.), foram fornecidas pela Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil.
As cepas de Bacillus foram obtidas do banco de cepas do laboratério, mantidas a
5°C em tubos de conservagdo com meio de cultura. As cepas foram reativadas em
placas de Petri contendo meio LB - Luria-Bertani (5g/L de extrato de levedura, 10g/L
de triptona, 10g/L de NaCl e 20g/L de agar).

2.2.2 Avaliacdo da incidéncia de fungos fitopatogénicos em sementes utilizando o

teste blotter com congelamento (deep freezing)

A andlise da sanidade das sementes de arroz foi realizada pelo método Blotter
test, de acordo com o Manual de Anélise Sanitaria de Sementes (Brasil, 2009) para
sementes tratadas e ndo tratadas. Para o tratamento, as sementes foram imersas por
trinta segundos em alcool (50%) e seguida de hipoclorito de sédio (1%) por
quarenta segundos, e ao final submetidas de trés lavagens consecutivas com agua
destilada estéril. Para execucdo do experimento as sementes foram semeadas em
caixas Gerbox (11x11x3,5 cm) contendo trés folhas de papel de filtro previamente
tratados e umedecidas com agua destilada autoclavada (Zhang; Islam; Liu, 2022).
Para o experimento, 25 sementes de cada cultura foram distribuidas em caixas
Gerbox totalizando quatro repeti¢cGes (100 sementes) para cada tratamento. As caixas
foram incubadas sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura constante de 25 °C por um
periodo de 24 horas. Ap0s essa etapa, 0s recipientes foram removidos e colocados em
um freezer a -20°C por 24 horas para inibir por completo o processo de germinacao.

Em seguida, as caixas foram colocadas novamente em camara de incubacdo a 25+2
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°C, sob fotoperiodo de 12 horas e ao final desses 7 dias foi observado a ocorréncia de
espécies de fungos nas sementes.

As sementes que apresentaram contaminacao por fungos foram transferidas
em placas de Petri (90 mm) contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com auxilio
de um estilete estéril para permitir a sua identificacdo por microcultura e confirmacao
dos Postulados de Koch (Barnett; Hunter, 1998; Watanabe, 2010).

2.2.3 Germinacdo e transmissibilidade de patdgenos presentes nas sementes

Para este teste, foram consideradas apenas as sementes nas quais foi
observada a presenca de fungos na andlise sanitaria descrita anteriormente. As
sementes foram semeadas em bandejas de polietileno contendo areia de textura média,
previamente autoclavada. Em cada bandeja, foram semeadas 20 sementes a uma
profundidade de 1,0 cm, totalizando 100 sementes por tratamento. As bandejas foram
irrigadas regularmente e mantidas em estufa a temperatura ambiente. A incubagédo
ocorreu a 25 °C, com umidade relativa de 54% e fotoperiodo de 12 horas, durante 21
dias. A umidade do substrato foi mantida por irrigacdo diaria com agua esterilizada,
garantindo condicBes adequadas para a germinacdo. A germinacdo, definida pela
abertura total dos cotilédones, foi avaliada diariamente, e sua porcentagem foi
calculada conforme descrito em (14, 15). A taxa de emergéncia foi avaliada no 21° dia
apos a semeadura, contando o numero de plantulas que emergiram normalmente em
relacdo ao total de sementes semeadas (16). Além disso, a presenca de plantulas
lesionadas pelos patdgenos foi verificada com o auxilio de um microscopio
estereoscopico nos dias 5, 10, 15 e 20 apos a semeadura. Os dados obtidos nesta
analise foram usados para calcular a transmissdo e a taxa de transmissdo do patégeno

das sementes para a parte aérea das plantulas de arroz.

2.2.4 Teste de patogenicidade as espécies flngicas

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos fungos em causar doengas, as

diferentes espécies fungicas, consideradas potencialmente patogénicas, foram
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isoladas, cultivadas e repicadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
durante 7 dias. O teste de patogenicidade seguiu o protocolo descrito no Manual de
Analise Sanitaria de Sementes (Ferreira et al., 2023). As plantas foram cultivadas em
sacos para mudas de tamanho medio (25x30 cm), contendo uma mistura esterilizada
de areia, solo e substrato comercial na proporgédo de 1:1:1, sendo mantidas em casa
de vegetacdo com irrigacdo diaria. Vinte e cinco dias ap0s a germinagéo, suspensdes
(1x10°) contendo conidios de cada espécie foram pulverizadas nas folhas das
plantulas saudaveis. Apés a inoculagdo, as plantas foram mantidas em uma camara
Umida e escura por um periodo de 48 horas, durante o qual foram realizadas as
avaliagdes de patogenicidade. Quando surgiram sintomas no tecido inoculado, o
fungo foi isolado e cultivado novamente em meio BDA para confirmar o agente
causal. Seguindo os postulados de Koch, o tecido foi submetido a um processo de

assepsia antes de ser cultivado em meio de cultura (Dos Santos et al., 2018).

2.2.5 Analise estatistica

Para a andlise dos dados, foi utilizada a versao 8.0,1 do software GraphPad
Prism. As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e a comparacgao
de médias pelo teste de Tukey (p = 0,05). Todas as analises foram realizadas

utilizando o software SigmaPlot 14.5.
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Testes de germinacéo

A Figura 1 mostra o percentual de germinacéo (%) das sementes das variedades
Rubelita e Predilecta, submetidas aos tratamentos de desinfeccdo e controle. Os
resultados indicam que o processo de desinfecgdo ndo influenciou a germinacdo em
nenhuma das variedades testadas. A comparacdo entre as sementes desinfetadas e o
controle ndo revelou diferencas estatisticamente significativas, com valores de P >
0,05 para ambos o0s tratamentos.

Figura 1-Germinagdo de sementes de arroz Rubelita e Predileta submetidas a
dois tratamentos: desinfeccdo (barra vermelha) e controle (barra branca). As linhas
horizontais que cobrem as mesmas barras ndo mostram diferencas significativas (P
>0,05).
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2.3.2 Andlise da incidéncia de patdgenos em sementes de arroz

Os resultados obtidos no teste de sanidade das sementes de arroz, com e sem
assepsia, foram analisados com base na presenca de diferentes géneros flngicos em
duas variedades de arroz: Predileta e Rubelita Tabela 1,. Nas sementes de Predileta
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(Oriza sativa), a incidéncia de patogenos foi de 2 % em todos 0s géneros
identificados, incluindo B. oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus sp. e Fusarium sp.

indicando uma baixa prevaléncia de infeccdes na amostra dessa variedade.

Por outro lado, na variedade Rubelita (L., 1753)., observou-se uma maior
incidéncia de pat6genos nas sementes, com B. oryzae e A. niger apresentando uma
taxa de infeccdo de 4%. Além disso, géneros adicionais, como Curvularia e
Rhizopus, também foram detectados, com uma incidéncia de 2% para cada grupo.
Essa diversidade e maior incidéncia de patdgenos sugere uma susceptibilidade mais

elevada da variedade Rubelita as infec¢des fungicas.

Apbs a aplicacdo da assepsia, para a variedade Predileta ndo houve alteracdo
na incidéncia de patégenos, mantendo a mesma taxa de infeccdo observadas nas
sementes tratadas, com 2 % para todos os fungos. Esse resultado sugere que a
aplicagdo de assepsia ndo foi suficientemente eficaz na redugdo da presenca dos
fungos nessa variedade ou que a mesma ja apresenta uma resisténcia natural aos
fungos analisados, embora outros fatores possam afetar a sanidade das sementes e

precisam ser considerados.

Para a avariedade Rubeita, a assepsia resultou em uma reducéo de 2% nas
taxas de infeccdo para as espécies B. oryzae e A. niger, enquanto Curvularia e
Rhizopus ndo forma identificados evidenciando a eficdcia do procedimento de
assepsia em reduzir a carga de patdgenos nas sementes dessa variedade. No entanto,
foi também observado a presenca de A. niger e Aspergillus sp com uma incidéncia de
2% respectivamente que anteriormente n&o tinha sido observada. Assume-se que que
isto tenha acontecido em decorréncia de uma contaminagéo. Experimentos adicionais

sd0 necessarios para confirmar esta hipotese.

Tabela 1-Incidéncia de fungos nas sementes tratadas e ndo tratadas de arroz
(Oryza sativa L. 1753) das variedades Predileta e Rubelita.

Sem assepsia
Variedades  Aspergillus  Aspergillus  Bipolaris ~ Curvularia ~ Fusarium  Rhizopus
sp.

niger oryzae sp. sp. sp.
Predileta 2 2 2 -- 2 --
Rubelita -- 4 4 2 -- 2

Com assepsia
Predileta 2 2 2 - - -
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Rubelita 2 2 2 -- - -

2.3.3 Transmissibilidade dos patdgenos das sementes

A tabela 2 apresenta os resultados da analise de transmissdo de sementes para a
plantula dos fungos associados as sementes das duas variedades Oryza sativa aos 7,
14 e 21 dias apos a semeadura. Nao foi observada transmissdo da infeccdo da
semente-plantula para os fungos Aspergillus, A. niger, Curvularia, Fusarium e
Rhizopus spp., para as duas variedades estudadas sugerindo que esses fungos néo tém
um impacto significativo na sadde das plantulas nas condicdes testadas. Além disso,
nenhum sintoma foi observado nas plantulas nesta condicdo. A excecdo foi para o
patégeno B. oryzae com taxas de transmissdo de 3 e 5% para Predileta e Rubelita

respectivamente. Isso aponta para o forte potencial desse fungo em transmitir a doenca.

Tabela 2: Analise do potencial dos fungos associados a semente na transmissao
da doenca. O experimento foi realizado em casa de vegetacao e avaliacao feita aos 7,
14 e 21 dias ap6s a semeadura.

Incidéncia
Fungos Predileta Rubelita Patogenicidade Sintomas
Aspergillus sp. 0 0 - -
Aspergillus 0 0 - -
niger
Bipolaris 3 5 + Manchas marrons e
oryzae planta murcha
Curvularia sp. 0 0 - -
Fusarium sp. 0 0 -- -
Rhizopus sp. 0 0 -- -

Ao teste de patogenicidade, os resultados dos isolados de B. oryzae
registrados nas Tabelas 2, mostram que a agressividade dos isolados variou de
acordo com a cultivar de arroz, sendo a cultivar predileta a mais resistente a infeccéo.
As folhas de plantulas de arroz infectadas foram reconhecidas pelo aparecimento de
manchas que foram inicialmente marrom-leves até murchamento da planta. Nenhuma
alteracdo foi observada nas plantas inoculadas com outros fungos associados a

semente. Amostras com sintomas de manchas obtidas de plantulas inoculadas, ap6s o
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isolamento e cultivo revelaram estruturas fangicas tipicas de B. oryzae, indicando a
colonizacdo dos tecidos pelo patégeno. A confirmacdo da identidade do patogeno foi
obtida apds o isolamento e cultivo em placas de Petri contendo meio BDA, 0 que

completou os postulados de Koch.
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2.4 DISCUSSAO

Sementes podem ser um veiculos de agentes patogenicos que podem por sua
vez causar doencas nas plantas, além de reduzir a germinacéo e o vigor das plantulas
afetando negativamente o desenvolvimento e o crescimento das culturas (Chitnis et
al., 2020). A avaliacdo da salde da planta torna-se imprescindivel para garantir que
as sementes estejam livres de patdgenos e assim prevenir a propagacao de doencas
para outras areas ou culturas. Dessa forma este estudo teve como objetivo a analise
sanitaria de duas culturas resistentes de arroz (Predileta e Rubelita) para identificar a
presenca de fungos patdgenos em suas sementes. As sementes das variedades
Rubelita e Predilera, revelaram uma diversidade de géneros de fungos
fitopatogénicos, tais como Bipolaris oryzae, Fusariume Curvularia. Além disso,
foram identificados fungos saprdéfitos, como Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, que
podem ocasionar a depreciacdo de grdos e sementes (Sandoval-Martinez et al.,
2022). O desenvolvimento da cultura do arroz estd sujeito adiversos estresses
bioticos e abioticos, 0s quais, em conjunto com a variabilidade climatica, impactam a
sobrevivéncia e o rendimento da cultura. Este cenario é evidenciado pelos efeitos
desfavoraveis ocasionados pelos estresses bidticos e abidticos na cultura do arroz
(Pérez- Domfnguez et al., 2021).

Embora as sementes de arroz fornecidas e certificadas pela EMBRAPA sejam
caracterizadas por certa resisténcia a fungos fitopatogénicos, sua exposi¢cdo em
culturas de sequeiro, favorecidos pelo ambiente e pelo manejo inadequado da cultura,
pode favorecer a contaminagdo por fungos (Atungulu et al., 2019), informacéo
consistente ao observado por este estudo onde foi observado inclusive a presenca de
um fungo potencialmente patogénicos para a cultura do arroz. Os resultados sugerem
gue o controle de fungos em sementes, incluindo de
B. oryzae deve ser uma prioridade, especialmente para a variedade Rubelita, que

demonstrou uma maior taxa de transmissao e sintomas mais evidentes.

A presenca de espécies fitopatogénicas, como o género Bipolaris sp., em
sementes de Oryza sativa, pode causar problemas de germinacédo e estd associada a
sementes colhidas tardiamente ou a deterioracdo por umidade. A falta de produtos de

controle biolégico em larga escala e a negligéncia em préticas culturais e controle
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quimico tornam os tratamentos ineficazes (Scheuermann; Nesl, 2021; Silva et al.,
2022).

A germinacdo das sementes de Oryza sativa para ambas as variedades nao
apresentou diferencas significativas, excedendo 80%, mas os géneros Aspergillus,
Penicilliume Rhizopus foram registrados em ambas as variedades, podendo causar
deterioracdo da qualidade e reducdo da germinacdo (Rodrigues Dos Santos Santos et
al., 2023).

Os resultados deste estudo demonstram que as sementes das variedades
predileta e Rubelita de Oryza sativa L., 1753, carregam fungos saprofitas e
fitopatogénicos, possuindo a capacidade de disseminar patdgenos importantes para
outras culturas de gramineas de potencial econdmico, esses achados ressaltam a
importancia do controle efetivo dos fungos fitopatogénicos em sementes de arroz,
visando a preservacdo da seguranca alimentar e do desempenho econémico das

culturas de gramineas(Xia et al., 2019; Jana et al., 2023).
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2.5 CONCLUSAO

As sementes de Oryza sativa L., 1753, das variedades Rubelita e Predilera,
apresentaram uma diversidade de géneros de fungos fitopatogénicos, incluindo
Bipolaris oryzae, Fusarium sp., Curvularia, Aspergillus, Penicillium e Rhizopus.
Alguns desses fungos sdo saproéfitos ou associados ao armazenamento, podendo, no
entanto, causar a depreciacdo de gréos e sementes. Os resultados obtidos confirmam a
relevancia da analise sanitaria das sementes, uma vez que a presenca de fungos
fitopatogénicos pode comprometer a qualidade das sementes e reduzir o potencial
germinativo, além de favorecer a disseminacdo de doencas nas lavouras. A
identificacdo desses patdgenos € essencial para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de manejo, incluindo o uso de tratamentos quimicos ou biolégicos, visando

garantir a sanidade e o rendimento das culturas de arroz.
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3 CAPITULO 2 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DE BACTERIAS GENERO BACILLUS COM POTENCIAL
FUNGICIDA CONTRA BIPOLARIS ORYZAE.

RESUMO

Os patdgenos causadores da murcha das plantas, representam uma grande
ameaca ao cultivo do arroz, devido a sua capacidade de disseminacdo da doenca nas
lavouras, o que resulta em perdas econdmicas significativas para os agricultores.
Nesse contexto, Bacillus spp. tém se destacado como um potencial fungicida
biolégico eficaz no controle desses patdgenos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar e avaliar o potencial antagbnico de trés isolados do género Bacillus
no controle do fungo fitopatogénico Bipolaris oryzae em duas variedades de arroz
resistentes, Predileta e Rubelita. A metodologia adotada incluiu analise genémica da
espécie de maior potencial, Bacillus velezensis, cujo genoma foi sequenciado. Na
caracterizacdo bioquimica, foram empregados os métodos de diluicdo em disco em
agar, de acordo com os protocolos padrdo, para avaliar a solubilizacdo de potassio
e fosforo, bem como a atividade enzimatica de amilase, catalase, celulase e protease.
Todos os testes apresentaram resultados positivos, exceto para Acido Indol-Acético
(AlA) e a solubilizacdo de potassio. B. velezensis foi a Unica bactéria a demonstrar
producdo positiva de protease, indicando seu potencial como promotor de
crescimento vegetal (BPCV). Nos testes in vitro contra B. oryzae, Bacillus sp.
OP938255.1 e Bacillus sp. OP938696.1 demostraram inibicdo do crescimento
micelial a partir do segundo dia de incubacdo, atigindo 50% de inibicdo apds sete
dias. Por outro lado, B. velezensis, se destacou entre os isolados, apresentando 95%
de atividade. Em testes in vivo, os trés isolados mostraram um bom potencial
antagonista contra o fungo, reduzindo significativamente a severidade da doenca na
planta da cultura Rubelita, mantendo o indice abaixo de 5%. Bacillus sp. OP938255
foi capaz de reduzir significativamente a severidade da doenga na planta quando
aplicado a concentragdo de 1,0 x 107, alcancando um indice menor que 1. A cultura

Predileta foi mais resistente ao patdgeno, apresentando pontuacbes acima de 4% ao
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final de 5 dias, com poucas diferencas significativas entre as concentragoes,
independente da espécie antagOnica. Quanto a caracterizacdo molecular de B.
velezensis foi observado a geracdo de 6.310.092 leituras de extremidade
emparelhada. O tamanho do genoma foi estimado em 3.913.362 pb, com um
conteddo médio de G+C de 46,51%. Na analise AntiSMASH, foram detectados
genes relacionados a biossintese de peptideos ribossdmicos e antifungicos, como
plipastatina, micosubtilina, surfactina, fengicina e bacilomicinas, que suprimem
conidios de fungos patogénicos. Esses resultados indicam que B. velezensis, Bacillus
sp. OP938255.1 e Bacillus sp. OP938696.1 representam fontes promissoras de
biocontrole contra fungos patogénicos, oferecendo uma alternativa sustentavel aos

agroguimicos, ao suprimir patdgenos e promover o crescimento das plantas.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Bacillus velezensis. Fitopatdgeno.
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ABSTRATCT

Plant wilt pathogens pose a major threat to rice cultivation due to their ability
to spread disease in crops, resulting in significant economic losses for farmers. In this
context, Bacillus spp. have emerged as a potential biological fungicide that is
effective in controlling these pathogens. In this context, Bacillus spp. have emerged
as a potential biological fungicide effective in controlling these pathogens. The
objective of this study was to characterize and evaluate the antagonistic potential of
three isolates of the genus Bacillus in controlling the phytopathogenic fungus
Bipolaris oryzae in two resistant rice varieties, Predileta and Rubelita. The
methodology adopted included genomic analysis of the species with the greatest
potential, Bacillus velezensis, whose genome was sequenced. In the biochemical
characterization, agar disk dilution methods were used, according to standard
protocols, to evaluate potassium and phosphorus solubilization, as well as the
enzymatic activity of amylase, catalase, cellulase and protease. All tests showed
positive results, except for Indole-Acetic Acid (IAA) and potassium solubilization. B.
velezensis was the only bacterium to demonstrate positive protease production,
indicating its potential as a plant growth promoter (PGP). In in vitro tests against
B. oryzae, Bacillus sp. OP938255.1 and Bacillus sp. OP938696.1 demonstrated
inhibition of mycelial growth from the second day of incubation, reaching 50%
inhibition after seven days. On the other hand, B. velezensis stood out among the
isolates, presenting 95% activity. In in vivo tests, the three isolates showed good
antagonistic potential against the fungus, significantly reducing the disease severity in
the Rubellite crop plant, maintaining the index below 5%. Bacillus sp. OP938255
was able to significantly reduce the disease severity in the plant when applied at a
concentration of 1.0 x 107, reaching an index lower than 1. The Predileta culture was
more resistant to the pathogen, presenting scores above 4% after 5 days, with few
significant differences between concentrations, regardless of the antagonistic species.
Regarding the molecular characterization of B. velezensis, the generation of
6,310,092 paired- end reads was observed. The genome size was estimated at
3,913,362 bp, with an average G+C content of 46.51%. In the AntiSMASH analysis,
genes related to the biosynthesis of ribosomal peptides and antifungals, such as
plipastatin, mycosubtilin, surfactin, fengycin and bacillomycins, which suppress

conidia of pathogenic fungi, were detected. These results indicate that B. velezensis,
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Bacillus sp. OP938255.1 and Bacillus sp. OP938696.1 represent promising sources
of biocontrol against pathogenic fungi, offering a sustainable alternative to

agrochemicals by suppressing pathogens and promoting plant growth.

Keywords: Biological control. Bacillus velezensis. Phytopathogen.
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3.1 INTRODUCAO

A doenca da mancha marrom do arroz (Oryza sativa L.) causada pelo fungo
Bipolaris oryzae ¢ uma das principais doengas fungicas que afetam a producéo de
arroz em todo o mundo (Marwein et al., 2022) A infeccdo do arroz pelo B. oryzae pode
ocorrer por meio da germinacdo de sementes infectadas, ou por correntes de ar que
espalham os esporos do fungo, o qual entra nas células da planta por meio da
abertura dos estdbmatos o da penetracdo direta com conidios (Marwein et al., 2022).
O uso de variedades resistentes da planta é a principal medida de controle de doengas
nas lavouras, mas a oferta dessas variedades é escassa. Portanto, a aplicacao foliar de
fungicidas surgiu como alternativa, esta estratégia € comumente usada para reduzir 0s
danos causados por fitopatogenos de final de ciclo, além de aumentar a produtividade
e preservar a qualidade das sementes (Khoshru et al., 2023).

A preocupacdo global em reduzir o uso de fungicidas guimicos, motivou a
implementacdo de diferentes estratégias dentro dos programas de Manejo Integrado
de Pragas, tais como o0 uso de microrganismos antagonicos (Archana et al., 2022). O
uso indiscriminado de agroquimicos para o controle de doencas de plantas cultivadas
perturba o equilibrio ecolégico dos microrganismos do solo, levando ao
desenvolvimento de cepas resistentes do patdgeno, assim como a contaminacdo de
aguas subterraneas e a riscos evidentes para a saude humana (Archana et al., 2022).
Para o controle de doencas associadas ao arroz (Oryza sativa L.) em condicGes
irrigadas, uma alternativa é o uso de microrganismos bacterianos do género Bacillus,
que tém um amplo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias
fitopatogénicas, fungos e virus (Singha; Pandey, 2023). O Bacillus velezensis € uma
bactéria Gram-positiva, aerobica, formadora de endosporos e tem sido amplamente

utilizada como agente de biocontrole na agricultura (Vu et al., 2023).

B. velezensis abriga uma série de nove grupos de genes que funcionam para
produzir um espectro de metabolitos secundarios bioativos. Cinco desses nove grupos
de genes (srf, bmy, fen, nrs e dhb) estdo envolvidos na sintese de moléculas de
lipopeptideos ciclicos, como surfactina, bacilomicina-D, fengicina, um peptideo

desconhecido e o siderdforo de ferro bacibactina (Ley-Lo6pez et al., 2022). Enquanto
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isso, trés outros grupos de genes (min, bae e dfn) direcionam a sintese de policetideos
antibacterianos, como macrolactina, bacileno e difficidina, e o Gltimo grupo de genes
direciona a sintese e a exportacdo do dipeptideo antibacteriano bacilisina (Li et al.,
2020).

Outra caracteristica importante é que, na rizosfera, as plantas criam ambientes
que sdo benéficos do ponto de vista nutricional e fisico-quimico para a microbiotada
raiz, liberando continuamente uma variedade de moléculas organicas. Algumas dessas
moléculas atuam como sinais quimicos que atraem bactérias moveis para se
moverem em direcdo a superficie da raiz (ou seja, quimiotaxia), favorecendo assim a
formacdo de biofilmes que sdo camadas de células que vivem em superficies
liquidas ou soélidas em uma superficie pegajosa (Marwein et al., 2022). Trata-se
de uma matriz autoproduzida de substancias extracelulares poliméricas extracelulares
hidratadas. Essas substancias poliméricas extracelulares sdo compostas de
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Dentre as funcgBes dos
biofilmes, estdo facilitar a estabilidade celular, adesdo, coesdo, interconexao e

imobilizacéo transitdria das células (Choi; Nam; Seo, 2021).

A andlise gendmica revelou que a B. velezensis tem grupos especificos de
genes relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios, que desempenham
papéis significativos na supressdo de patdgenos e na promocao do crescimento das
plantas (Wang et al., 2024). Mais especificamente, apresenta uma alta taxa de redes
de interacdo complexa de genes, que funcionam para produzir um espectro de

metabolitos secundarios bioativos (Choi; Nam; Seo, 2021).

O B. velezensis demonstra uma elevada capacidade genética para a sintese de
lipopeptideos ciclicos e policetideos como macrolactina, bacileno e difficidina. Os
metabolitos secundarios produzidos por B. velezensis também podem desencadear
resisténcia sistémica induzida em plantas, um processo pelo qual as plantas se
defendem contra-ataques recorrentes de microrganismos virulentos (Liu; Li; wu,
2022).

Nesse contexto, a andlise gendmica é uma ferramenta poderosa para a
identificacdo de genes responsaveis pela codificacdo de enzimas antimicrobianas e
antifingicas. Por esse motivo, este estudo visa avaliar o potencial antagbnico de

isolados de Bacillus contra o fungo fitopatogénico Bipolaris oryzae.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Origem e cultura

As cepas bacterianas de Bacillus foram disponibilizadas pelo laboratério de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Tocantins, campus de Gurupi,
Chacara 69-72 Rua Badejos, Lote 7 s/n Campus - Jardim Sevilha, Gurupi - TO,
77410-530, e foram subsequentemente avaliadas contra o fungo Bipolaris oryzae,
que esta associado as sementes de Oryza sativa; L., 1753. As cepas bacterianas foram
identificadas como Bacillus com base em suas bordas irregulares, achatadas,

coloracdo branco-escura, aspecto brilhante, farinhento, ceroso, seco ou cremoso.

Essas cepas foram isoladas em meio de cultura (Potato Dextrose Agar) PDA
para fins de purificacdo. Em seguida, foram diluidas em série, devidamente rotuladas,
incubadas a 28°C e observadas diariamente por cinco dias para verificar a auséncia
de contaminacdo. Posteriormente, realizou-se coloracdo de Gram para determinar se
as bactérias eram Gram positivas, utilizando-se a metodologia padrdo (Larrea;
Falconi; Arcos, 2015).

3.2.2 Caracterizacdo molecular

3.2.2.1 Sequenciamento de produtos de pcr - Bacillus sp

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com os protocolos descritos por
Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manual, (Wood,
1983) com algumas modificacGes. A identificacdo dos isolados a nivel de género foi
realizada por meio da analise da sequéncia de nucleotideos do gene 16S rRNA. A
amplificacdo do gene foirealizada por PCR utilizandoos seguintes primers
oligonucleotidicos: ~ 1492r (5 TACCTTGTTACGACTT) e 27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAGQG).

A reacgédo de amplificacdo foi conduzida em termociclador (Hangzhou Bioer
Technology Co LTDA™) com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 94 °C por

3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento
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a 51,3°C por 1 minuto e 30 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, e

uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

O DNA gendmico foi purificado a partir de culturas de pureza controlada
utilizando o kit de purificacgho de DNA genémico Promega wizard® (A2360),
seguindo as instrucBes do pelo método de Neighbor- Joining com parametro Jukes-
Cantor e Bootstrap de 1000 réplicas. 748 o0s dados foram depositados no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology 749 Information -
http://ncbi.nlm.nih.gov) por meio do BLASTN.

3.2.2.2 Preparacao e sequenciamento da gendmico do isolado Bacillus
velezensis

A Extracdo de DNA foi pelo Kit de Extracdo Comercial Comercial (GoTag®
gPCR and RT-gPCR Systems). Para garantir a confiabilidade dos dados, o controle
de qualidade (CQ) é realizado em cada etapa do procedimento. O DNA genémico foi
cortado aleatoriamente em fragmentos curtos. Os fragmentos obtidos foram
reparados nas extremidades com uma cauda poli-A e posteriormente ligados aos
adaptadores Illumina. Os fragmentos com adaptadores foram selecionados por
tamanho, amplificados por PCR e purificados.

A identificacdo a nivel de espécie do isolado, bem como a filogenia baseada no
genoma deste, foi feita a partir de hibridizacdo DNA-DNA digital de seu genoma (do
inglés, digital DNA-DNA hybridization, dDDH) com o site Tygs (do ingles, Type
Strain Genome Se- ver, (Meier-Kolthoff; Goker, 2019). A completude do genoma foi
avaliada com o programa Busco v 5.4.3 contra a lista de genes ortologos da ordem
Bacillales. A predicao de plasmideos foi feita com Mob-suite v 2.0 (Robertson;
Nash, 2018).

Para a anotagdo do genoma, foi usado o programa Prokka 1.14.6 (Seemann,
2014). Com o arquivo fasta das proteinas codificadas obtido a partir da anotacéo, foi
feita busca de homologos no site BlastKOALA (https://www.kegg.jp/blastkoala/
Kanehisa et al., 2016) Com a lista de nimeros KO obtida, a reconstrucdo de vias
metabolicas preditas a partir do genoma foi feita a partir no site KEGG mapper
(Kanehisa; Sato; Kawashima, 2022), (https://www.genome.jp/kegg/mapper/),. A

confirmacdo dos genes para biossintese de moléculas com atividade antifungica, bem
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como a sua localizagdo no genoma, foi feita pelo site Antismash em sua modalidade
para bactérias (Blin et al., 2023).

3.2.3 Caracterizagdo bioquimica para atividades de promoc¢do do

crescimento de plantas

3.2.3.1 Amostras

Os isolados de Bacillus foram disponibilizados pelo laboratdrio de Biologia
Molecular da Universidade Federal do Tocantins (UFT), campus de Gurupi,
11°44'53" S e 49°03'07" E, e a cultura de arroz (Oryza sativa; L., 1753) foi
disponibilizada pelo Departamento de Entomologia da Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil. 20° 45" 39" S - 42° 52" 13 W 658m. Os estudos
foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular e casa de vegetacdo da

Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi, Brasil.

3.2.3.2 Amilase

Os isolados bacterianos foram cultivados em agar amido (g-L -1 : 10,0
peptona, 5,0 786 extrato de levedura, 5,0 NaCl e 2,0 amido, 15,0 &gar; pH 6,9). As
placas foram incubadas a 28 °C por 48 h e inundadas com solucdo de iodo de
Lugol. Um resultado positivo foi determinado a partir de uma zona clara ao

redor da coldnia ap6s 30 minutos (Khvedelidze et al., 2017).

3.2.3.3 Solubilizagéo de fosforo

As culturas bacterianas foram cultivadas em caldo de nutrientes por trés dias a
28 °C = 2 e sob agitacdo constante a 150 rpm. Para avaliar a eficiéncia da
solubilizacdo do fosfato de ferro, 0 meio MS liquido foi usado para solubilizagdo e o
método colorimétr ico de Murphy & Riley foi usado para determinar o fdsforo
solubilizado. Uma mudanga de cor de roxo para amarelo foi determinado como

critério para um resultado positivo (Luiz et al., 2021).
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3.2.3.4 Acido indolacético (1AA)

As culturas bacterianas foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB) com
100 mg/l de triptofano como precursor do IAA e incubadas em um agitador a 200
rpm a 28 °C por 5 dias. 50 pl de culturas bacterianas solubilizadoras de fosfato foram
inoculadas em placas de Petri contendo caldo nutritivo suplementado com 5 mg/mL
de triptofano e incubadas a 37 °C por 72 horas. A producéo de IAA foi determinada
pela mistura de 1 mL de bactérias em 2 mL do reagente de Salkowski (FeCl 3 -6H 2
O - 2% e HCIO 4- 37%) em placas de Petri, incubadas no escuro por 12 h para
desenvolver o complexo rosa-avermelhado. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e o caldo de nutrientes simples com triptofano foi usado como controle.
A presenca de cor rosa indica um resultado negativo para a producdo de IAA
(Pathak et al., 2019).

3.2.3.5 Catalase

As culturas bacterianas foram cultivadas em caldo Luria Bertani (LB),
Catalase: o pH foi ajustado para 7,0 a 28 °C por 48 horas e, em seguida, examinado
qguanto a reacdo de Gram e formacdo de endosporos; 1 ml de H202 a 3% foi
adicionado diretamente a uma cultura de &gar densamente inoculada em tubos de
ensaio; foi observada a formacdo imediata de bolhas (resultado positivo) (Dong et
al., 2022).

3.2.3.6 Celulase

Os isolados bacterianos foram cultivados em meio pouco enriquecido (MM)
suplementado com carboximetilcelulose (CMC) (1 L: 1 g de glicose, 2,5 g de extrato
de levedura, 1 % de CMC, 15 g de &gar). As placas foram incubadas a 28 °C por 48
horas, a seguir coradas com corante vermelho Congo. A formacéo de halo amarelo
foi observada como indicado de producdo de celulase (Carhuapoma-Delacruz et al.,
2022).
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3.2.3.7 Producéao de protease

Os isolados bacterianos foram testados quanto a sua capacidade de produzir
enzimas proteoliticas em agar de leite desnatado em meio SMA (3% v/v). O diametro
da zona clara formada ao redor da coldnia bacteriana positiva foi medido ap6s 48
horas de incubacgéo a 28 °C (Moon et al., 2021).

3.2.4 Bioensaio antagonista in vitro

Para o estudo do efeito antagonista de B. velezensis - Bacillus sp. OP938255.1 e
Bacillus sp. OP938696.1, foi realizado experimento in vitro, utilizando o método do
circulo. Inicialmente, os isolados de estas bactérias foram cultivados em meio de
cultura BDA por 48 horas durante sete dias a 28 °C, ap0s este periodo de cultivo
transferiu-se assepticamente para placas de petri de 90 mm com meio solido BDA,
para o fungo, um disco de 6,0 mm, foi cortado de uma placa com crescimento ativo do

fungo e colocado num lado da placa Petri (Bulhoes; Melo; Shiomi, 2019).

Para comparacdo com os isolados previamente descritos e purificados, uma
aliquota de 0,5 ul de cada pre inoculo bacteriano foi inoculada por meio de medida
de densidade optica, em seguida espalhada com uma placa de platina, posteriormente
um disco de 5 mm com o fungo Bipolaris oryzae, que € o fitopatdgeno de interesse,
previamente cultivado em meio BDA, foi adicionado & mesma placa. Para determinar
a inibigdo, o didmetro das colbnias foi medido em duas dire¢fes diametralmente

opostas usando um paquimetro.

Todos os experimentos foram realizados em quatro réplicas, o crescimento
radial dos foi medido em intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas; a
porcentagem de inibigéo calculada usando a seguinte equacdo: 1% = [(C-T) /C] x
100, em que 1% = porcentagem de inibig&o do crescimento micelial, C= crescimento
radial de fungos na placa de controle (mm) e T= crescimento radial de fungos na
placa inoculada com bactérias (mm) (Alezandra et al., 2022). Os tratamentos que
ndo inibiram o crescimento receberam um valor igual a zero, definindo uma média
para cada coldnia, sendo que cada placa constitui uma unidade experimental (Rejon-
Martinez et al., 2022).
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3.2.5 Andlise da massa seca e da massa fresca

A parte aérea das plantas de arroz foi coletada 55 dias ap0s a germinacdo DAE
(estdgio R) no estdgio vegetativo. Em seguida, o material vegetal foi seco em uma
estufa a 65 °C até atingir peso constante e, posteriormente, foi pesado em uma
balanca analitica para determinar a massa seca da parte aérea e da raiz. Os resultados

foram E€XPressos em gramas.

3.2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio de andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) usando o software

GraphPad Prisma verséo 8.0.1.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizagdo molecular
3.3.1.1 Sequenciamento de produtos de PCR

A identificacdo de microrganismos por meio do sequenciamento do
rDNA foi comparada com o GenBank NCBI, onde a imagem do gel de
agarose revelou a presenca da banda amplificada de 16S-DNA para o isolado
bacteriano Bacillus, utilizando os primers contra o gene rRNA 16S. Para cada
isolado, a eletroforese em gel de agarose apresentou bandas de amplificacao de
cerca de 1500pb, o que e o esperado para os amplicons desta reacao Figura 2.

Figura 2-Gel de agarose banda amplificada de 16S-DNA para o isolado
bacteriana Bacillus.

A analise filogenética do RNA ribossdomico 16S (aproximadamente 1168 bp)
agrupou seis bactérias no clado Bacillus sp. comumente isolado do solo, enquanto os
outros grupos de 912 bactérias apresentam alta similaridade filogenética entre si

Tabela 2 y Figura 3.

A Tabela 2 apresenta a identificacdo de microrganismos por sequenciamento
de rDNA 16S comparados ao GenBank NCBI. A amostra 0Q725688.1 foi
identificada como Bacillus sp. (grupo B. velezensis) com similaridade de 98,95% para

B. tropicus e B. nitratireducens, e cobertura de 99% (1147 pb). A amostra
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OP938255.1 foi identificada como Bacillus sp. (grupo B. subtilis) com similaridade
de até 99,78% e cobertura de 100% (1394 pb).
40,

Tabela 2-1dentificacdo de microrganismo por sequenciamento de rDNA 16S
como género Bacillus em comparacdo com 0 GenBank NCBI.

Amostra: Classificacdo taxonémica
0Q725688.1

Identificacdo Bacillus sp. (B. Velezensis group)*
Classificacao Bacillus sp group

Taxondmica (NCBI)

Similaridade Bacillus tropicus 98,95%;

Bacillus  nitratireducens 98,95%:;

Bacillus paramycoides 98,86%

Cobertura 99% (1147 pares de bases)

Amostra: Classificacao taxonémica
OP938255.1

Identificacdo Bacillus sp. (Bacillus subtilis group)*
Classificacdo Bacillus sp group

Taxondmica (NCBI)

Similaridade Bacillus amyloliquefaciens

99,78%; Bacillus subtilis subsp.
subtilis 99,78%; Bacillus
vallismortis 99,71% ou
Bacillus siamensis 99,50%;
Cobertura 100% (1394 pares de bases)

Os valores de cepas tipo do "complexo de espécies Bacillus sp." Os ramos
principais da arvore indicam diferentes grupos de espécies, com valores de bootstrap
representados nos nos. As informacdes adicionais ao lado, como o esquema de cores
e as legendas associadas, fornecem dados sobre a origem, caracteristicas
morfoldgicas e status de tipo de cada cepa. 1sso permite permite observar as relacoes
evolutivas e genéticas entre as espécies, assim como a confiabilidade de cada

agrupamento, dada a repeticdo da analise 1000.

3.3.1.2 Sequenciamento e controle de qualidade

O controle de qualidade foi a proxima etapa para obter os dados para a
geracdo do genoman completo da bactéria B. velezensis, com uma qualidade média
de mais de 37 em escala phred, de modo que a porcentagem de acuracia € de 99,88 e
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uma porcentagem de erro de 0,03, em termos de DNA genémico > 20 uL; sem
degradacédo e sem contaminacgdo, de modo que se pode concluir que os resultados de
qualidade séo ideais para a analise e o desenvolvimento de testes in vitro e in vivo
Figura 4.

Figura 3- Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene rpoB
das cepas tipo do "complexo de espécies Bacillus sp.” pelo método de unido de
vizinhos (usando o bootstrap (%) sdo dados para os nos obtidos pela repeticdo da
analise 1000 vezes).
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Figura 4- Anélise de qualidade realizada pelo software FastQC para leituras
brutas do genoma de B. velezensis (bactéria promotora de crescimento de plantas e
controle biolégico de fungos patogénicos de plantas). Os parametros bésicos de
qualidade sd@o mostrados na parte superior. O eixo X corresponde a posi¢do de cada
base em uma sequéncia e 0 eixo Y ao valor de qualidade Q. As cores representam a
qualidade de acordo com os valores de Q, alta em verde (Q maior ou igual a 30),
intermediaria em amarelo (Q menor que 30 maior que 20) e baixa em vermelho (Q
menor que 20)

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.3 encoding?

o M om0 @

123456 7 8 9 1519 3034 4549 6064 7572 90-94 105-102 120-124 135133 150
Position in read {bp}
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A andlise do genoma de B. velezensis revela um total de 3.913.362 pares de
bases (bp) e 6.310.092 leituras de extremidade emparelhada. Este organismo
apresenta um conteudo de G+C de 46,51%, o que sugere uma estabilidade genética
moderada. Foram identificados 92 tRNAs e 7 rRNAs, juntamente com 3.747 regides
codificantes (CDS), indicando um potencial significativo para a sintese de proteinas.
Notavelmente, ndo foram detectados plasmideos, o que pode implicar uma menor

capacidade de transferéncia horizontal de genes neste microrganismo Tabela 3.

Tabela 3-Estatisticas basicas do genoma da bactéria B. velezensis, 6.310.092
leituras de extremidade emparelhada, O tamanho total do genoma foi estimado em
3.913.362 bp , com um contetdo médio de G+C de 46,51%, e nenhum plasmideo foi

detectado.
Tamanho do NUmero de NUmero de Ndmero de Contelido GC
genoma tRNAs rRNAs regides codantes
(CDS)
3913362 92 7 3747 46.51%

3.3.1.3 Genes associados a patogenicidade do Bacillus velezensis

Os grupos de genes relacionados a biossintese de peptideos ndo ribossémicos
com atividade 948 antifungica foram encontrados em clusters completos de genes

para esses peptideos, 0s quais 949 sdo mostrados na Figura 5.

Figura 5— Representacdo esquematica da regulacdo génica dos genes relacionados a
biossintese de peptideos ndo-ribossébmicos com atividade antifungica (plipastatina,
micosubtilina, surfactina, fengicina, bacilomicina, paenilarvina)



‘ Query sequence

BGC0000407: plipastatin (100% of genes show similarity), NRP
JMEK XK KKe

Query sequence
AOHD< KKK <KD < O G ] <K DD <K D>

BGC0001103: mycosubtilin (100% of genes show similarity), NRP+Polyketide
[ (¢ s ea— |

Query sequence

XD KOO @D @@ <) Hh e e < o

BGC0000433: surfactin (91% of genes show similarity), NRP:Lipopeptide

— IDDHD G > e

Query sequence

MOHD KKK < KKK < O G I <K<K D>

BGC0001095: fengycin (100% of genes show similarity), NRP
AL QL G— — G— )

BGC0001090: bacillomycin D (100% of genes show similarity), Polyketide+NRP:Lipopeptide

Query sequence

OHD<KIKKd T <K< O G I <KD K< D

BGC0000402: paenilarvin A/paenilarvin B/paenilarvin C (100% of genes show similarity), NRP
o c— ]

3.3.1.4 Anélises de bioinformatica do genoma da bactéria Bacillus
velezensis

O genoma completo de Bacillus velezensis foi sequenciado, o que revelou a
presenca de grupos de genes responsaveis pela producdo de varias substancias
antimicrobianas e antiflngicas, incluindo plipastatina, micosubtilina, surfactina,
fengicina, bacilomicina e paenilarvina. Essas descobertas representam um grande
avango em nossa compreensdo da biossintese de polissacarideos extracelulares em
Bacillus velezensis. As valiosas informacg6es obtidas com a sequéncia do genoma séo

apresentadas em detalhes na figura 4, fornecendo uma visao geral 63 abrangente.

3.3.1.5 Caracterizagdo bioquimica das atividades de promocéo do
crescimento vegetal.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB) sdo reconhecidas
como uma das abordagens mais promissoras e ecologicamente corretas para
estimular o crescimento das plantas. Esses microrganismos desempenham um papel
fundamental na fixagdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo e produgdo de
horménios como o acido indolacético e as giberelinas. Eles também atuam no
controle bioldgico, oferecendo uma abordagem amplamente  utilizada  para
melhorar a produtividade agricola (Pandey; Bhattacharya; Pandey, 2023).
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O isolado B. velezensis apresentou a maior atividade bioquimica nos testes
realizados, com resultados positivos para a producdo de amilase, solubilizacéo de
fosforo, catalase, celulose e protease, bem como resultados negativos para acido
indol acético (IAA) e solubilizacdo de potassio. Bacillus sp. OP938255.1 e Bacillus
sp. OP938696.1 apresentaram resultados semelhantes, com a diferenca de que néo
houve producdo de protease, 0 que € evidente na Tabela 4.

Tabela 4-Avaliacdo da producdo de metabdlitos promotores de crescimento
por isolados de Bacillus spp., categorizados como positivos (+) ou negativos (-) com
base em sua atividade enzimética.

, o Acidoindol —_— <
NPmero de Isolado Amilase Solub}llzagao acético  Catalase solublh?at;lao Celulase roducdo de
isolados de fosforo de potassio protease
IEEY

Bacii!u.s_* s . ] . ) . s

velezensis

Bacillus sp.

PSSl f ' f ' f E

Bacillus sp.

oPOSNOEI f ' ’ ' f E

3.3.2 Caracterizacdao morfoldgica do patdgeno

Ao analisar as caracteristicas do Bipolaris oryzae no microscopio, observa-se a
presenca de conidios caracteristicos desse género, lesdes pequenas, arredondadas e
marrom- claras, durante a expansdo, essas lesbes assumem uma forma circular ou
oval e tornam-se marrom- escuro ou marrom-avermelhadas, as lesdes maiores,
geralmente de formato circular, ttm uma regido central marrom-clara ou cinza,

delimitada por bordas marrom-clara ou cinza.

A cor dos coniditéforos varia de marrom a preto, sendo mais clara no apice,
estruturas septadas, retas ou flexiveis, as vezes geniculadas na parte superior podem
ser simples ou ramificados, os conidios sdo hialinos quando imaturos e tornam-se
marrons quando maduros, eles podem ser encontrados isoladamente ou em grupos,

em quanto o tamanho, os conidios tém de 6 a 8 mm de comprimento Figura 6.
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Figura 6- Col6nia de fungos crescendo em sementes da variedade Prediletae na
variedade rubelita com germinacdo dispersa de esporos (A); e esporos do fungo
Bipolaris oryzae mostrando a forma, a elevacao, a textura e a cor do micélio (B), ,
visualizagdo com microscopia Optica . Objetiva 40X

Var. Predilecta Var. Rubelita

Bipolaris oryzae

Bipolaris oryzae

3.3.3 Bioensaio antagonista in vitro

As Figuras 7 e 8 apresentam os resultados do confronto in vitro de diferentes
isolados de Bacillus durante um periodo de sete dias. A avaliacdo dos halos de
inibicdo dos fungos comecou 48 horas ap6s a incubacdo dos fungos Bacillus e
Bipolaris oryzae em meio BDA (&gar batata dextrose). Na placa de Petri contendo o
controle, conforme demonstrado pelos resultados estatisticos na Figura 7 e
visualmente na Figura 8, foi possivel observar que o fungo fitopatogénico B. oryzae
cobriu 20% da superficie da placa de Petri de 90 mm de diametro nos primeiros trés
dias apds o inicio do experimento e atingiu 70% de toda a superficie da placa ap6s

sete dias de experimento.

Quanto as outras placas contendo os Bacillus antagonistas, elas conseguiram
inibir o crescimento do fungo no segundo dia apos a incubacao e, apods sete dias de
avaliacdo, foi possivel que os antagonistas conseguiram inibir completamente o
crescimento micelial do fungo, conforme mostrado na Figura 7 assim como na Figura
8 A, B, C e D, respectivamente B. Velezensis e Bacillus sp se mostraram muito

eficazes na inibi¢do do crescimento do fungo

B. oryzae desde o primeiro dia de confronto in vitro Figura 7. Os resultados indicam a
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eficacia dos isolados de Bacillus na inibi¢cdo do crescimento do fungo patogénico,

sugerindo seu potencial como agentes de biocontrole.

Figura 7-Confronto in vitro de Bacillus durante sete dias dia de avaliacdo: (A)
controle; (B) B. velezensis contra o fungo Bipolaris oryzae; (C) Bacillus sp.
OP938255.1 contra o fungo B. oryzae; (D) Bacillus sp. OP938696.1 contra o fungo

B. oryzae
100 - B. velezensis
y= 99.53-0.77x
75 R’= 32; F,,:=10.16; P=0.0042
§ Bacillus sp. OP938255.1
3 50{ 1 ‘ ‘ —
> i T p— B 2 ]
) i Ty=47.43 1
z ' =
— [ Bacillus sp. OP938696.1
25 4
0 T T T T T
5 & 9 1 13 15

DIAS

Figura 8-Confronto in vitro de B. Velezensis e bacillus sp durante sete dias de
avaliagdo: (A) controle; (B) B. velezensis contra o fungo B. oryzae; (C) Bacillus sp.
OP938255.1 contra o fungo B.oryzae; (D) Bacillus sp OP938696.1 contra o fungo
Bipolaris oryzae

" ” Bipolaris oryzae” "

Bacillus spp. Bipolaris oryzae

Control : B. velezensis . Bacillus sp. OP938255.1 . Bacillus sp. OP938696.1

3.3.4 Bioensaio in vivo

Os trés isolados antagbnicos B. Velezensis, Bacillus sp. OP938255.1 e
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Bacillus sp. OP938696. 1 foram cultivados em meio LB (Luria-Bertani) em quatro
concentragdes diferentes (1,0x106 UFC/mL, 1,0x107 UFC/mL, 1,0x108 UFC/mL,
1,0x109 UFC/mL), o qual inibira o crescimento do fungo fitopatogénico, o fungo foi
inoculado em uma concentragdo de 1,0x10°, as plantas foram inoculadas aos 55 dias
de crescimento. os antagonistas mostraram inibicdo nas plantas em todas as quatro

concentrages, protegendo-as dos sintomas fungicos.

A inibicdo foi evidente e, dependendo da avaliacdo, foram adotados escores
que variaram de 1 a 5, ou seja, a incidéncia do fungo foi de no maximo 25 e, na
maioria das vezes, 0%. ApoOs 5 avaliacdes, as pontuacdes ndo haviam mudado e
possuia pouca diferenca significativa entre a inoculacdo bacteriana. A variedade
Predilecta pode ser visualizada com os resultados estatisticos na Figura 9, que mostra
as variaveis de severidade nas plantas, assim como o suporte estatistico para Rubelita

€ mostrado na Figura 9 com as variaveis de 3 bactérias pertencentes ao grupo Bacillus.

A andlise estatistica foi entdo realizada para a massa seca da parte aérea
entre B. velezensis, Bacillus sp. OP938255.1, Bacillus sp. OP938696.1 com a
variedade Predileta respectivamente Figura 10, da mesma forma o teste de massa seca

foi avaliado para a variedade Rubelita Figura 11.

A massa da raiz foi avaliada de acordo com os protocolos de massa seca, para
a variedade Predileta os valores sdo mostrados na Figura 12, e para a variedade

Rubelita na Figura 13.

Figura 9-Andlise de severidade da doenca na variedade Predileta,
considerando trés espécies bacterianas e o fungicida metiltiofanato. (A) B.
Velezensis; (B) Bacillus sp. OP938255.1; (C) Bacillus sp. OP938696.1. As linhas
indicam diferentes tratamentos: controle positivo (plantas sem tratamento - barra
preta), controle negativo (barra verde clara), fungicida metiltiofanato (barra laranja),
e as diluigdes do inoculo bacteriano (10%, 10°x, 10°x - tons de azul)
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3.3.4.1 Variedade Rubelita

A presenca dos sintomas do fungo fitopatogénico apareceu desde o primeiro
dia, sendo que o B. Velezensis.1 na concentracdo 1,0 x 10° foi o melhor controlador
dos sintomas até a quarta avaliacdo, depois a diminuicdo foi leve, superando
amplamente o tiofanato metilico, Figura 9B Bacillus sp. OP938255.1 na
concentracdo 1,0 x 107 controlou eficientemente os sintomas de severidade com
indices menores que um durante todas as avaliacdes, Figura 9C Bacillus sp.
OP938696. 1 nas concentracdes 1,0 x 108 e 1,0 x 107 apresentou valores semelhantes
controlando a severidade da doenca sendo eficaz até a 42 avaliacdo, posteriormente a
severidade ndo ultrapassou a nota 5 sendo a concentragdo Otima no controle de
Bipolaris oryzae Figura 9.

O gréfico mostra a inibi¢do do fungo fitopatogénico (DIAS) por B. velezensis
e duas linhagens de Bacillus sp. (B. velezensis reduz significativamente o patdgeno
(valores proximos a zero), enquanto as outras linhagens apresentam eficacia variavel
(2-5). Os dados sugerem que B. velezensis possui maior potencial como agente de

biocontrole, devendo-se confirmar as diferengas com ANOVA (p < 0,05).
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Figura 10-Analise de severidade da doenca na variedade Rubelita,
considerando trés espécies bacterianas e o fungicida metiltiofanato. (A) B.
Velezensis; (B) Bacillus sp. OP938255.1; (C) Bacillus sp. OP938696.1. As linhas
indicam diferentes tratamentos,sendo: controle positivo (plantas sem tratamento -
barra preta), controle negativo (barra verde clara), fungicida metiltiofanato (barra
laranja), e as dilui¢bes do indculo bacteriano (10x, 10%x, 10°x - tons de azul)
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3.3.5 Analise de massa aérea

A coleta da parte aérea das plantas de arroz foi realizada aos 55 dias da
germinacdo DAE (estadio R) em estadio vegetativo. Em seguida, o material vegetal
foi seco em estufa a 65 °C até peso constante e, pesado para a determinacdo da

massa seca da parte aérea e massa seca da raiz.

3.3.5.1 Variedade Predileta

A massa seca aérea de O. sativa para predileta ndo foi influenciada
significativamente quando tratadas com Bacillus Velezensis Figura 10A, Bacillus sp.
OP938255.1 Figura 10B ou Bacillus sp. OP938696.1 Figura 10C. Contrariamente o

tratamento quimico com Methyl tiofanato reduz significativamente a massa vegeta
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aérea.

Figura 11- Efeito de diferentes tratamentos na massa aérea (massa aérea
vegetal) da variedade Predileta sob a influéncia de trés espécies bacterianas e o
fungicida metiltiofanato. (A) B. Velezensis; (B) Bacillus sp. OP938255.1; (C)
Bacillus sp. OP938696.1. As barras horizontais indicam diferencgas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (p < 0,05), sendo: controle positivo (plantas sem
tratamento - barra preta), controle negativo (barra verde clara), fungicida
metiltiofanato (barra laranja), e as dilui¢des do inoculo bacteriano (10%, 103x, 10%x -
tons de azul)
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3.3.5.2 Variedade Rubelita

A massa seca aérea de O. sativa para Rubelita ndo foi influenciada
significativamente quando tratadas com Bacillus Velezensis Figura 11A, Bacillus sp.
OP938255.1 Figura 11B ou Bacillus sp. OP938696.1 Figura 11C. Contrariamente 0
tratamento quimico com tiofanato metilico reduz significativamente a massa vegeta

aérea.

3.3.6 Massa radicular
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3.3.6.1 Variedade predileta

A massa da raiz apresentou diferencas significativas nas concetracdes 1,0 x
108, 1,0 x 107, 1,0x 10® da bactéria Bacillus Velezensis OQ725688 ocilando entre
0,19 e 0,29.Figural2B, na presenca de Bacillus sp.OP938255, todos o0s tratamentos
apresentaram diferengas significativas incluindo a planta de controle e o tratamento
com tiofanato metilico. Figura 12C Ao contrario dos tratamentos anteriores, 0
Bacillus sp. OP938696.1 ndo apresentou nenhuma diferenca significativa entre os

quatro tratamentos, mesmo com Tiofanato metilico.

Figura 12-Efeito de diferentes tratamentos na massa radicular (massa das
raizes) da variedade Predileta sob a influéncia de trés espécies bacterianas e o
fungicida metiltiofanato. (A) B. Velezensis; (B) Bacillus sp. OP938255.1; (C)
Bacillus sp. OP938696.1. As barras horizontais indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (p < 0,05), sendo: controle positivo (plantas sem
tratamento - barra preta), controle negativo (barra verde clara), fungicida
metiltiofanato (barra laranja), e as dilui¢cdes do in6culo bacteriano (10x, 103x, 10%x -
tons de azul)
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3.3.6.2 Variedade Rubelita
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A alta variabilidade entre as diferentes concentracdes de Bacillus Velezensis,
com presenga de diferencas significativas que incluem tratamento com tiofanato de
metil e grupo controle. Figura 13B a concentracdo 1,0x108 de Bacillus sp.OP938255
ndo apresentou diferencas significativas em relacdo aos grupos controle Figura 13C as
concentragdes 1,0x107, 1,0x108,1,0x10° de Bacillus sp.OP938696.1 ndo apresentaram

diferencas significativas com massa radicular inferior a 0,14 g.

Figura 13-Efeito de diferentes tratamentos na massa radicular (massa das
raizes) da variedade Rubelita sob a influéncia de trés espécies bacterianas e o
fungicida metiltiofanato. (A) B. Velezensis; (B) Bacillus sp. OP938255.1; (C)
Bacillus sp. OP938696.1. As barras horizontais indicam diferencgas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (p < 0,05), sendo: controle positivo (plantas sem
tratamento - barra preta), controle negativo (barra verde clara), fungicida
metiltiofanato (barra laranja), e as dilui¢cdes do indculo bacteriano (10x, 10°x, 10°x -
tons de azul)
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3.4 DISCURSAO

Durante décadas, o Bacillus velezensis tem sido amplamente utilizado como
agente antimicrobiano no setor agricola. Estudos moleculares revelaram que varias
regides genéticas desse microrganismo estdo relacionadas a sintese de substancias
antagonicas.(Mitra et al., 2023) No entanto, a base funcional genética do efeito de
biocontrole ainda ndo estd clara devido a escassez de relatos sobre genomas
completos de cepas de B. velezensis. Recentemente, isolamos uma nova cepa de
Bacillus velezensis do laboratério de biologia molecular da Universidade Federal do
Tocantins - Gurupi. Testes de antagonismo in vivo e in vitro foram realizados e
mostraram que, essa cepa foi altamente eficaz contra o fungo fitopatogénico
Bipolaris oryzae, com evidente inibicdo do crescimento micelial a partir do segundo

dia de confronto, o que € consistente com os estudos de (Chi-kuan tu et al., 2024).

Foram produzidas 6.310.092 leituras de extremidade emparelhada, o tamanho
total do genoma foi estimado em 3.913.362 bp , com um contetdo médio de G+C de
46,51%, e nenhum plasmideo foi detectado. Cinco grupos de genes codificam
peptideos ndo ribossdmicos e antifungicos (Plipastatina , Mycisubtilina, Surfactina,
Fengycin, Bacilomicina). Além disso, Bacillus velezensis possui a capacidade de
produzir varias policetideos sintases (PKS), como oleandomicina, biciclomicina,
tetracenomicina, pristinamicina, lincomicina, 3- lactamase e tetraciclina, que podem

suprimir bactérias gram-positivas.

A plipastatina, um composto antibacteriano, desempenha um papel crucial na
protecdo das cepas de Bacillus contra bactérias e fungos concorrentes. Através da
andlise do genoma bacteriano, foi identificado que essas cepas apresentam mutacdes
no gene ppsB, o que lhes permite sobreviver em altas concentragfes de cobre. O
cobre € reconhecido por sua capacidade de causar danos celulares e induzir a morte
por contato. Essas caracteristicas conferem as cepas de Bacillus o status de calcoforo,
devido a sua capacidade de resistir e sobreviver em ambientes ricos em cobre
(Johnson; CHandrangsu; Addison, 2023; Kim; Fraga; Virto, 2023).

A atividade antifungica da micosubtilina estd relacionada tanto ao
comprimento do componente de &cido graxo quanto a sua isomeria, a biossintese da

micosubtilina é mediada por um complexo multienzimatico modular e pelo chamado
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mecanismo de “peptideos sintetases ndo ribossomicos” (NRPS). Além disso, a
maioria das cepas de Bacillus co-produz outros compostos NRPS, como a surfactina,
um poderoso biossurfactante lipopeptidico envolvido na colonizacao de superficies, e
formacéo de biofilme, outras iturinas (iturina A e bacilomicinas) ou lipopeptideos da
familia fengicina e plipastatina (Béchet et al., 2013).

Genes relacionados a formacao de biofilme, aquisicéo de ferro, colonizacéo e
sintese de compostos organicos volateis foram encontrados no genoma da Bacillus
velezensis. Essas caracteristicas tornam a Bacillus velezensis uma excelente
candidata a agente de biocontrole, fornecendo informagdes valiosas para pesquisas

futuras sobre mecanismos de resisténcia.

Com relacdo as atividades enzimaticas, como a producdo de amilase, foram
observados resultados positivos nos trés isolados, que foram muito eficientes na
degradacdo do amido. Além disso, a solubilizacdo de fésforo e potassio também foi
positiva nos trés isolados, indicando sua capacidade de fornecer nutrientes e
promover o crescimento das plantas (Leonardo-Silva et al., 2023). Com relacdo ao
acido indol acético (IAA), os resultados foram negativos nos trés isolados. Com
relacdo aos testes de catalase, foi observada a formacdo de bolhas, indicando uma
reacdo positiva. Isso € promissor, pois a catalase € um tetrdmero que promove 0
crescimento celular mais rapido (CorraleS Ramirez; Caycedo Lozano; Quijano
Duarte, 2022).

No caso da celulase, todos os isolados apresentaram uma reacdo negativa. A
protease foi positiva apenas para Bacillus Velezensis, mostrando sua capacidade de
hidrolisar ligacdes peptidicas e degradar proteinas, enquanto os isolados de Bacillus
sp.OP938255 e Bacillus sp.OP938696.1 tiveram uma resposta negativa. Esses
estudos demonstram o potencial das bactérias endofiticas como promotoras de
crescimento em plantas de arroz(Garcia Sanchez; Cruz Flores; Mera De La Rosa,
2021) Os testes foram realizados em triplicata, o que reforca a validade dos

resultados.

A producdo de celulase de protease é uma indicagdo da capacidade de
promover o crescimento da planta, enquanto a celulase auxilia na mineralizagdo dos
nutrientes e na degradacdo da matéria organica; protease hidrolisa proteinas na
parede celular de outros organismos, servindo assim como controle bioldgico

(Garcia Sanchez; Cruz Flores; Mera De La Rosa, 2021) fungdo da enzima catalase é
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necessaria porque durante o metabolismo celular é formado o perdxido de
hidrogénio, H202 (perdxido de hidrogénio). Esta enzimadecompbe o perdxido em
agua e oxigénio, moderando a producéo de especies reativas de oxigenio (Chatterjee;
Chakraborty; Abraham, 2021).

As bactérias promotoras do crescimento das plantas (PGPB) possuem a
capacidade de modular a absorcédo e o0 acumulo de diversos nutrientes (por exemplo,
fosforo (P) e potassio (K) por meio de duas estratégias distintas: aumentando a
disponibilidade de nutrientes e/ou aprimorando 0 acesso das plantas a esses
compostos (Roriz et al., 2020). As PGPBs podemaprimorar a absorcao de fosforo
(P) e potassio (K) e estimular o crescimento vegetal ao promover a solubilizagédo
desses nutrientes por meio da producdo de acidos organicos, compostos fenolicos,
agentes quelantes e sideroforos. Além disso, essas bactérias sdo capazes de
potencializar a capacidade fotossintética das plantas, o que resulta indiretamente em
um aumento do teor de clorofila (Roriz et al., 2020).

Outro mecanismo benéfico promovido pelas PGPBs ¢ a sintese do acido indol-
3- acético (IAA), o qual pode contribuir para o desenvolvimento do sistema radicular,
melhorando, assim, a absor¢do de nutrientes Essas bactérias também intensificam a
atividade da enzima &cido 1- aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) desaminase,
reduzindo os efeitos negativos nos processos fisioldgicos da planta, o que se torna
extremamente importante quando as plantas sdo  expostas a condi¢fes de estresse

(Autarmat; Treesubsuntorn; Thiravetyan, 2023).

Bacillus velezensis é um valioso agente de controle bioldgico. Portanto, para
desenvolver e formular produtos de base bioldgica, é cada vez mais importante
entender o potencial antimicrobiano da biossintese de Bacillus velezensis. Além
disso, a identificacdo de genes responsaveis por metabolitos secundarios bioativos e a
capacidade de regular esses genes sdo etapas adicionais essenciais para aumentar a
producdo de metabdlitos por microrganismos benéficos e facilitar a biotecnologia e a
engenharia metabdlica. O Bacillus velezensis pode representar um agente de
biocontrole pratico e potente que pode ser usado como uma alternativa eficaz aos

agroquimicos tradicionais.
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3.5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que as cepas do género Bacillus, especialmente
Bacillus velezensis, ttm grande potencial como biocontrole contra o fungo Bipolaris
oryzae, causador da mancha parda em arroz, mostrando eficacia tanto in vitro quanto
in vivo. Além disso, a caracterizacdo bioguimica e molecular de B. velezensis indicou
a presenca de compostos bioativos, como surfactina e fengicina, conhecidos por suas
propriedades antifingicas. A producdo de protease por B. velezensis também sugere
seu potencial adicional como promotor de crescimento vegetal, um beneficio
adicional para a saude das plantas e o aumento da produtividade agricola. Os achados
deste trabalho reforcam a viabilidade do uso de Bacillus sp. como uma ferramenta
promissora para 0 manejo sustentavel de doengas fungicas, especialmente em cultivos
de arroz. No entanto, a eficacia dessas cepas parece estar relacionada ao tipo de cultura
utilizada, sendo necessario estudos adicionais para sua aplicacdo em campo.

Testes sob diferentes condicBes e interagdo com plantas poderdo fornecer

dados importantes para a implementacao do controle bioldgico em larga escala.



66

REFERENCIAS

ALEZANDRA, M. et al. In vitro antagonistic activity of Sclerotium sp. by
Bacillus sp. Research, Society and Development, v. 11, n. 13, p. e380111335351
e380111335351, 10 out. 2022.

ARCHANA, H. R. et al. Biopesticides: a key player in agro-
environmental sustainability. In: TRENDS OF APPLIED MICROBIOLOGY
FOR SUSTAINABLE ECONOMY. [S.1.]: Elsevier, 2022. p. 613-653.

AUTARMAT, S.; TREESUBSUNTORN, C.; THIRAVETYAN, P.
Comparison of using Bacillus Strain with Potential for Biofitilizer and Biocontrol
Agent. 16 ago. 2022.

BECHET, M. et al. Production of a novel mixture of mycosubtilins by mutants
of Bacillus subtilis. Bioresource Technology, v. 145, p. 264-270, 1 out. 2013.

Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 48, 2023. 1 mar. 2023.

BLIN, K. et al. antiSMASH 7.0: new and improved predictions for detection,
regulation, chemical structures and visualisation. Nucleic Acids Research, v. 51,
2023.

BULHOES, C. C.; MELO, I. S.; SHIOMI, H. F. Biocontrole da antracnose em
frutos de maracuja amarelo por bactérias antagénicas a fitopatdgenos. Scientific
Electronic Archives, p. 10-16, 2019.

CARHUAPOMA-DELACRUZ, V. et al. Fibrolytic bacteria isolated from the
rumen of alpaca, sheep and cattle with cellulose biodegrading capacity. Revista
Cientifica de la Facultad de Veterinaria, v. 32, p. 1-7, 11 set. 2022.

CAYCEDO LOZANO, L.; CORRALES RAMIREZ, L. C.; QUIJANO
DUARTE, S. Catalisis, enzimas y pruebas rapidas. Nova, v. 20, n. 39, p. 121-150,
2022,



67

CHATTERIJEE, A.; CHAKRABORTY, P.; ABRAHAM, J. Microbial
Enzymes for the Mineralization of Xenobiotic
Compounds.In:Bioprospecting of  microorganism-based industrial
molecules. [s.1.]: [s.n.] p. 319-336, 1 ene. 2021.

CHOI, J.; NAM, J.; SEO, M. H. Complete genome sequence of Bacillus
velezensis NST6 and comparison with the species belonging to operational group B.
amyloliquefaciens. Genomics, v. 113, n. 1, p. 380-386, 1 ene. 2021.

CORRALES RAMIREZ, L. C.; CAYCEDO LOZANO, L.; QUIJANO
DUARTE, S. DINI, M. et al. Breeding Peaches for Brown Rot Resistance in
Embrapa. Agronomy, v. 12, n. 10, p. 2306, 1 oct. 2022.

DONG, P. T. et al. Photoinactivation of catalase sensitizes a wide range of
bacteria to ROS- producing agents and immune cells. JCI Insight, v. 7, n. 10, 5 maio
2022,

GARCIA SANCHEZ, R.; CRUZ FLORES, G.; MERA DE LA ROSA, C.
J. Técnicas de in transcriptome of black rice (Oryza sativa L.). Environmental and
Experimental Botany, v. 213, p. 105396, 1 set. 2023.

JOHNSON, G.; CHANDRANGSU, P.; ADDISON, M. Abstract 1900:
Plipastatin contributes to copper homeostasis in B. subtilis. Journal of Biological
Chemistry, v. 299, n. 3, 2023.

KANEHISA, M.; SATO, Y.; KAWASHIMA, M. KEGG mapping tools for
uncovering hidden features in biological data. Protein Science, v. 31, n. 1, p. 47-53,
1 jan. 2022.

KHOSHRU, B. et al. Decrypting the multi-functional biological activators and
inducers of defense responses against biotic stresses in plants. Heliyon, 2023.

KHVEDELIDZE, R. M. et al. Amilase-producing mikromycetes isolated from
soils of South Caucasus. Annals of Agrarian Science, v. 15, n. 3, p. 318-321, 1 set.



68

2017.

KIM, S.; FRAGA, D.; VIRTO, J. G. Abstract 1885: Are the arginine kinase
functions found in Myxococcus xanthus conserved in a sister species, Myxococcus
macrosporus? Journal of Biological Chemistry, v. 299, n. 3, 2023.

LARREA, I.; FALCONI, C.; ARCOS, A. Isolation and characterization of
strains of Bacillus spp. With activity against Tetranychus urticae Koch in commercial
crops of roses. Revista Colombiana de Biotecnologia, v. 17, n. 2, p. 149-155, 2015.

LEONARDO-SILVA, L. et al. Assessment of morphophysiological and
genotypic diversity of endophytic bacteria isolated from rice (Oryza sativa L.) plants.
Caatinga, v. 36, n. 4, p.775-784, 2023.

LEY-LOPEZ, N. et al. Biosintesis inducida de fengicina y surfactina en una
cepa de Bacillus amyloliquefaciens con actividad oomiceticida sobre zoosporas de
Phytophthora capsica. Revista Argentina de Microbiologia, v. 54, n. 3, p. 181-191, 1
jul. 2022.

LI, X. et al. Characterization of a Bacillus velezensis with antibacterial activity
and inhibitory effect on common aquatic pathogens. Aquaculture, v. 523, 2020.

LIU, F.; LI, W.; WU, M. Complete Genome Analysis of Bacillus Velezensis
ES2-4: A Novel LUIZ, G. et al. Assessment of phosphorus solubilization potential by
Aspergillus terreus. Research, Society and Development, v. 10, n. 16, p.
e73101623271-€73101623271, 7 dez. 2021.

MARWEIN, R. etal. Transcriptome-wide analysis of North-East Indian
rice cultivars in response to Bipolaris oryzae infection revealed the importance of
early response to the pathogen in suppressing the disease progression. Gene, v. 809,
2022.microbiologia y bioquimica en el estudio del suelo y planta. Zaragoza:
UNAM, 2021.

MITRA, D. et al. Rice (Oryza sativa L.) plant protection using dual
biological control and plant growth-promoting agents: Current scenarios and future
prospects. Pedosphere, 2023.



69

MOON, J. H. et al. Bacillus velezensis CE 100 Inhibits Root Rot Diseases
(Phytophthora spp.) and Promotes Growth of Japanese Cypress (Chamaecyparis
obtusa Endlicher) Seedlings. Microorganisms 2021, Vol. 9, Page 821, v. 9, n. 4,
p. 821, 13 abr. 2021.

PANDEY, V. V.;BHATTACHARYA, A.; PANDEY, A. Plant growth-
promoting microbiomes: History and their role in agricultural crop improvement. In:
Plant-microbe interaction -Recent Advances in Molecular and Biochemical
Approaches: Volume 1: Overview of Biochemical and Physiological Alteration
During Plant-Microbe Interaction. [s.I: s.n.].

PATHAK, J. et al. Genetic regulation of scytonemin and mycosporine-like
amino acids (MAAS) biosynthesis in cyanobacteria. Plant Gene, v. 17, p. 100172, 1
mar. 2019.

Plant growth promoting bacteria and exogenous indole acetic acid on rice
under ozone stress. REJON-MARTINEZ, G. A. et al. Antagonist activity of
Streptomyces sp. Y20 against fungi causing diseases in plants and fruits. Tropical
and Subtropical Agroecosystems, v. 25, n. 2, p. 2022, 22 mar. 2022.

ROBERTSON, J.; NASH, J. H. E. MOB-suite: software tools for
clustering, reconstruction and typing of plasmids from draft assemblies. Microbial
genomics, v. 4, n. 8, 2018.

RORIZ, M. et al. Legume biofortification and the role of plant growth-
promoting bacteria in a sustainable agricultural era. Agronomy, 2020.

SINGHA, K. M.; PANDEY, P. Endophytic bacteria with host-supportive
genetic determinants in their genomes induce growth and antioxidant activity related
gene functions Trends of Applied Microbiology for Sustainable Economy, p.
613-653, 1 ene. 2022.

VELASCO-JIMENEZ, A. et al. Bacterias rizosféricas con beneficios
potenciales en la agricultura. Terra Latinoamericana, v. 38, n. 2, p. 333-345, 2020.



VU, T. X. et al. Efficient control of the fungal pathogens Colletotrichum
gloeosporioides and Penicillium digitatum infecting citrus fruits by native soilborne
Bacillus velezensis strains. Heliyon, v. 9, n. 2, p. e13663, 1 feb. 2023.

WANG, X. et al. Biocontrol potential of Bacillus velezensis wr8 secondary
metabolites against Penicillium sp. Gene, v. 892, p. 147872, 20 ene. 2024.

WOOD, E. Molecular cloning. a laboratory manual. Biochemical
Education, v. 11, n. 2, 1983.

70



71

4 CONSIDERACOES FINAIS

A analise das sementes de arroz destaca a presenca de fungos fitopatogénicos
que podem causar perdas na colheita, bem como a transmissé@o horizontal para outras
espécies. O controle bioldgico e o tratamento com fungicidas sdo importantes para o
desenvolvimento de novas tecnologias, portanto, o0 presente estudo apresenta a
filogenia de bactérias endoliticas com potencial inibitério e promotor de crescimento
em duas variedades de Oryza sativa; L., 1753 como uma contribuicdo para o

desenvolvimento biotecnoldgic na agricultura.



