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RESUMO

A crescente demanda por praticas agricolas sustentaveis tem incentivado o desenvolvimento
de alternativas que reduzam a dependéncia de insumos quimicos € promovam maior
equilibrio nos sistemas produtivos. Nesse contexto, os bioinsumos microbianos surgem como
uma estratégia promissora, destacando-se pelo seu potencial na promogao de crescimento
vegetal e aumento da resiliéncia das plantas frente a estresses ambientais. Este trabalho teve
como objetivo realizar a caracterizagdo funcional da cepa Bacillus amyloliquefaciens (Bac-
Amy), isolada no Estado do Tocantins, quanto a sua capacidade de promogao de crescimento
em plantas, bem como, sua tolerdncia a estresses abidticos. Foram conduzidos testes para
avaliagdo da producdo de 4cido indolacético (AIA), capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, formacdo de biofilme, produgdo de exopolissacarideos
(EPS) e crescimento sob condi¢cdes de estresse salino e hidrico. Também foi realizado um
ensaio em camara de crescimento para avaliar a capacidade da cepa em promover o
desenvolvimento de plantas de milho (Zea mays). A cepa Bac-Amy demonstrou elevada
producdo de AIA, desempenho positivo na fixacdo de nitrogénio e alta eficiéncia na
solubilizacdo de foésforo em meio liquido. Embora tenha apresentado formacgao de biofilme
classificada como fraca, a producdo significativa de EPS e a capacidade de crescer sob altas
concentragcdoes de NaCl (até 10%) e atividade de agua reduzida (aw 0,897) indicam uma
elevada tolerincia a condigdes adversas. No experimento em camara de crescimento, Bac-
Amy proporcionou incrementos as variaveis morfologicas do sistema radicular, com
desempenho semelhante ao de cepas comerciais ja aplicadas no mercado. Esses resultados
indicam que a Bac-Amy possui caracteristicas desejaveis para uso como bioinsumo
multifuncional, reunindo propriedades que favorecem tanto o crescimento das plantas quanto

sua adaptagdo a estresses ambientais.

Palavras-chave: Bioinsumos. Microbiologia Agricola. Zea mays.



ABSTRACT

The growing demand for sustainable agricultural practices has driven the development of
alternatives that reduce dependence on chemical inputs and promote greater balance in
production systems. In this context, microbial bioinputs emerge as a promising strategy,
distinguished by their potential to promote plant growth and enhance plant resilience to
environmental stresses. This study aimed to perform a functional characterization of the strain
Bacillus amyloliquefaciens (Bac-Amy), isolated in the State of Tocantins, regarding its ability
to promote growth plants as well as its tolerance to abiotic stresses. Tests were conducted to
evaluate indole-3-acetic acid (IAA) production, biological nitrogen fixation capacity,
phosphate solubilization, biofilm formation, exopolysaccharide (EPS) production, and growth
under saline and drought stress conditions. Additionally, a growth chamber assay was
performed to assess the strain’s capacity to enhance the development of maize plants (Zea
mays). The Bac-Amy strain demonstrated high IAA production, positive performance in
nitrogen fixation, and high efficiency in phosphate solubilization in liquid medium. Although
classified as a weak biofilm former, significant EPS production and the ability to grow under
high NaCl concentrations (up to 10%) and reduced water activity (aw 0.897) indicate strong
tolerance to adverse conditions. In the growth chamber experiment, Bac-Amy promoted
increases in morphological variables of the root system, performing similarly to commercial
strains already applied in the market. These results indicate that Bac-Amy possesses desirable
characteristics for use as a multifunctional bioinput, combining properties that favor both

plant growth and adaptation to environmental stresses.

Keywords: Biological inputs. Agricural Microbiology. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

A agricultura moderna enfrenta grandes desafios, como a busca por conciliar o
abastecimento da crescente demanda por alimentos com a redugdo dos impactos ambientais
gerados pela produgao agricola (FAO, 2022).

O uso intensivo de fertilizantes e pesticidas quimicos protagoniza o cenario
preocupante desses impactos, principalmente relacionados a degradagao do solo, polui¢ao dos
recursos hidricos e aos potenciais riscos a saide humana e animal (FAO, 2022).

O Estado do Tocantins tem se destacado como um importante polo agricola do Brasil,
especialmente para a produgdo de grdos como soja, milho e arroz, além de expressivo
potencial de expansao das atividades agropecuarias (FRAGOSO; CARDOSO, 2022).

Apesar desse crescimento continuo, o estado e outras regides que compreendem o
cerrado de baixa altitude, possuem limitagdes no rendimento dos cultivos de graos em fungao
de fatores abidticos decorrentes de estresse hidrico, tipo de solo e baixos niveis de fertilidade
(BARROSO et al., 2017). Além disso, observa-se a crescente busca por meios de produgdo
mais seguros e sustentaveis do ponto de vista ambiental, tendo sido um dos principais alvos
de pesquisas do setor agricola na atualidade (CANTARELLI; MORENO, 2024).

Nesse sentido, o uso de Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas
(MPCP) nas culturas agricolas apresenta-se como forte aliada para aumento de produtividade,
por seu potencial na redug¢do dos efeitos de déficit hidrico e salinidade, na producdo de
hormdnios vegetais e no controle de patégenos (DIAS; SANTOS, 2022; GOMES et al.,
2016).

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens ¢ um habitante do solo que possui grande
potencial para promover o crescimento de plantas, contribuindo para a melhoria do
desempenho e da produtividade das culturas. Essa espécie bacteriana ¢ conhecida por suas
multiplas capacidades benéficas, como a producdo de fito-hormonios, que estimulam o
desenvolvimento das raizes, e a solubilizagdo de nutrientes, como fosforo e potéssio,
tornando-os mais acessiveis para as plantas (SAHARAN; NHERA, 2011; CHEN; LIU, 2019).

Além disso, B. amyloliquefaciens também pode produzir compostos antimicrobianos
que ajudam a proteger as plantas contra patdégenos, contribuindo para o controle bioldgico de
doencas, o que reduz a necessidade de defensivos quimicos (SOMERS; VANDERLEYDEN;
SRINIVASAN, 2004; CHUNG et al., 2008; NOVO et al., 2018; IDRISS et al., 2002).

O estudo da caracterizacdo de cepas de B. amyloliquefaciens ¢ fundamental para

explorar e potencializar suas propriedades de interesse agrondmico. Este processo envolve
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analise genética, fisiologica e bioquimica das cepas, permitindo a identificacdo das
caracteristicas especificas que contribuem para a promog¢ao do crescimento das plantas e a
supressao de patogenos (WU et al., 2024).

A caracterizacdo detalhada de cepas bacterianas com potencial possibilita a avaliacao
de sua capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes ambientais, incluindo variacdes de
temperatura, umidade e tipo de solo (ROCHA et al., 2021).

Essa avaliacdo ¢ particularmente relevante para garantir a eficacia dos bioinsumos
aplicados em diversas regides agricolas e culturas. A sele¢dao de cepas com bom desempenho
em condigdes especificas permite a aplicacdo direcionada desses microrganismos,
maximizando seus beneficios e garantindo uma maior previsibilidade nos resultados
(HASHEM; TABASSUM; ALLAH, 2019).

Portanto, a caracterizacdo de cepas de B. amyloliquefaciens e o desenvolvimento de
tecnologias baseadas em bioinsumos sdo fundamentais para a transi¢do para uma agricultura
mais sustentavel e eficiente. Tais pesquisas permitem ndo apenas aumentar a produtividade
agricola, mas também reduzir o impacto ambiental e promover praticas de manejo mais
seguras e ecologicas, como apontado por Kloepper e Schroth (1978).

Assim, a caracterizagdo funcional de cepas promissoras, como a Bac-Amy, permite a
sele¢do de microrganismos com maior eficiéncia agrondmica, viabilizando o desenvolvimento
de bioinsumos adaptados a condigdes especificas de cultivo e contribuindo para a

consolidacdo de sistemas produtivos sustentaveis.
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1.1 Problematizacao

O agronegdcio sofre grande pressao para se tornar sustentavel e reduzir seus impactos
ambientais. Isso se deve ao aumento da conscientizacdo mundial acerca de questdes como
desmatamento, mudangas climaticas e preservacdo ambiental. Nesse cendrio, normas
internacionais como o regulamento da Unido Europeia sobre produtos livres de desmatamento
exigem que as empresas comprovem a conformidade ambiental de seus produtos
(MORALLES, 2023).

Segundo Kischner et al. (2018), a sustentabilidade no agronegdcio envolve a adogao
de praticas que minimizem o uso de agroquimicos, promovam a conservagdo da
biodiversidade e otimizem o uso dos recursos disponiveis.

A aplicagdo dos biofertilizantes oferece diversas vantagens para a agricultura. Além de
promover o crescimento das plantas, os MPCP contribuem para a melhoria da qualidade do
solo, favorecem a sustentabilidade da produgdo e auxiliam no enfrentamento dos desafios da
agricultura moderna (SAMANTARAY, 2024). Dessa forma, o emprego de bioinsumos pode
auxiliar na restaurag@o de solos degradados e no aumento da resiliéncia das plantas a estresses
abidticos, como a seca (VURUKONDA; GIOVANARDI; STEFANI, 2018).

Esses produtos mostram-se essenciais para a modelagem de uma agricultura mais
ecologica. No entanto, ¢ sabido que os microrganismos, em especial as bactérias, apresentam
uma ampla variedade genética causada por fatores ambientais e interacdes especificas com
seus hospedeiros, o que interfere diretamente no seu desempenho como MPCP, limitando a
sua aplicagdo na agricultura (LONHIENNE; WATANAROJANAPORN; JAEMSAENG,
2020). Por essa razdo, € essencial que estudos sejam conduzidos com microrganismos
isolados do mesmo ambiente para o qual se pretende destinar a aplicagdo de um bioinsumo
formulado.

A compatibilidade do microrganismo a condi¢des ambientais especificas do local de
sua aplicacdo ¢ crucial para garantir a eficicia e a sustentabilidade dos biofertilizantes
(OLIVEIRA et. al., 2024). Estudos como o de Bashan ef al. (2014) demonstram que
microrganismos isolados localmente apresentam maior eficiéncia na promocdo do
crescimento das plantas e na supressdo de patdgenos, evidenciando a importincia de
caracterizar cepas regionais para o desenvolvimento de tecnologias agricolas inovadoras e

ecologicamente responsaveis.
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Diante do exposto, a questdo que norteia este trabalho é procurar saber se: a cepa Bac-
Amy, isolada no Tocantins, possui caracteristicas que a qualificam como um bioinsumo

eficiente na promocao de crescimento vegetal e na tolerancia a estresses abioticos?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da cepa Bac-Amy (Bacillus amyloliquefaciens) quanto a producao

de fatores de promocao de crescimento vegetal.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a producdo de hormdnio acido indolacético (AIA);

b) Avaliar a capacidade de fixacdo de nitrogénio;

¢) Avaliar a capacidade de solubilizac¢ao de fosfatos;

d) Avaliar a capacidade de formacao de biofilme;

e) Avaliar a producdo de exopolissacarideos (EPS);

f) Avaliar o desenvolvimento da cepa sob condi¢ao de estresse hidrico e salino;
g) Avaliar a capacidade de promocdo de crescimento de milho em cidmara de

crescimento.
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1.3 Justificativa

No Tocantins, desafios relacionados ao clima, praticas de manejo e fitossanidade
impactam a produtividade agricola e reforcam a necessidade de solucdes integradas para o
avanco do setor (FRAGOSO; CARDOSO, 2022). Junto a esses desafios esta a crescente
exigéncia pela adogdo de praticas de manejo mais sustentaveis que envolvam a redugdo do
uso de agroquimicos e fertilizantes industriais (FAO, 2022).

Fragoso e Cardoso (2022) ressaltaram que os desafios da agricultura no Tocantins
demandam pesquisas em areas diversas como taxonomia, ecologia, genética e biotecnologia.
A busca por bactérias capazes de potencializar o desenvolvimento das plantas é uma
estratégia sustentavel para o aumento de produtividade e envolve etapas de isolamento inicial
dos microrganismos, caracterizagdo e introdu¢do no sistema solo-planta (LEE et al., 2025).

Nesse cenario, o uso de bioinsumos, como bactérias promotoras de crescimento de
plantas, surge como uma alternativa promissora para tornar a producdo agricola mais
sustentavel e reduzir a dependéncia de insumos quimicos convencionais (VURUKONDA;
GIOVANARDI; STEFANI, 2018). Desse modo, a caracterizagdo de cepas como Bac-Amy
(Bacillus amyloliquefaciens) representa avango ao desenvolvimento de bioinsumos alinhados
a producao de alimentos, conservagao do meio ambiente, da saide humana e animal (DINIZ,
2022; LEE et al., 2025).

O nitrogénio (N), um dos nutrientes mais importantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo o principal material constituinte das estruturas de
organismos vegetais (AMTMANN; ARMENGAUD, 2009), além de um catalisador chave de
varios processos fisioldgicos e metabolicos das plantas (ORSEL et al., 2006). Apesar da
adubacdo nitrogenada proporcionar o aumento efetivo no rendimento produtivo de culturas
agricolas, o uso de fertilizantes nitrogenados em larga escala contribui para a poluigdo
ambiental (NOSENGO, 2003). Dessa forma, ¢ fundamental buscar alternativas que superem a
limita¢do da disponibilidade natural de nitrogénio, sem intensificar os problemas ambientais
associados ao uso excessivo de fertilizantes (WANG et al., 2022).

O foésforo (P) é um nutriente abundante nos solos, porém sua disponibilidade para as
plantas ¢ limitada devido a forte ligacdo com elementos como ferro, aluminio e calcio, que
varia conforme o pH e a composicao mineralogica do solo (KALAYU, 2019; AMARAL et
al., 2020). Microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) tém um papel importante na
transformagdo do fosforo indisponivel no solo em formas acessiveis as plantas, aumentando a

eficiéncia da utilizagdo desse mineral no solo (FAN et al., 2018). A solubilizagdo feita por
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MSF esta associada a liberagdo de acidos organicos, enquanto a mineralizagdo estd associada
a producdo de fosfatases que catalisam a mineralizacdo enzimética do fésforo organico
(CHEN; LIU, 2019). Como resultado, a atividade desses microrganismos eleva a
concentracdo de fosforo disponivel no solo, promovendo o desenvolvimento e o rendimento

das plantas (BILLAH et al., 2019).
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao de Literatura

2.1.1 O papel dos bioinsumos microbianos na promog¢ao de uma agricultura sustentavel

A intensificagdo agricola das ultimas décadas, impulsionada pela Revolu¢ao Verde,
levou a dependéncia de insumos quimicos como fertilizantes nitrogenados e fosfatados
(MANNING, 2000). Apesar de terem ampliado significativamente a producdo de alimentos,
esses insumos contribuiram para a degradagdo ambiental, incluindo a contaminagdo dos
recursos hidricos, o empobrecimento do solo e a perda de biodiversidade microbiana (FAO,
2022).

No Cerrado brasileiro, especialmente no Estado do Tocantins, essas questdes sdo ainda
mais criticas, pois os solos apresentam baixa fertilidade natural, alta acidez e baixa retengao
de umidade, tornando a dependéncia de insumos externos ainda maior (FRAGOSO;
CARDOSO, 2022). Nesse cenario, os bioinsumos a base de microrganismos surgem como
alternativa promissora para melhorar a qualidade do solo, promover a ciclagem de nutrientes e
reduzir a necessidade de produtos sintéticos (VURUKONDA; GIOVANARDI; STEFANI,
2018).

Atualmente, observa-se uma crescente tendéncia de adogdo de praticas agricolas mais
sustentaveis, impulsionada pela maior conscientizacdo acerca dos impactos ambientais
adversos associados a agricultura convencional (RAMAKRISHNA; YADAV; LIB, 2019).
Além dos impactos causados pela agricultura convencional, fatores ambientais como secas
prolongadas e aumento da temperatura média global, causados pelas mudancas climaticas
globais, representam uma ameaga crescente a agricultura atual (AHUJA; VOS; BONES;
HALL, 2010).

Por serem componentes naturais do ecossistema do solo, as rizobactérias exercem um
papel importante na regulagdo da fertilidade, na ciclagem de nutrientes e na manutengdo da
diversidade vegetal (FITZSIMONS; MILLER, 2010). Dentro da perspetiva abordada, os
bioinssumos microbianos proporcionam incrementos ao desenvolvimento de culturas
agricolas, atribuindo sustentabilidade a produgdo de alimentos (RICCI; TILBURY; DARION;
SUKALAC, 2019).
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2.1.2 Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCPs): fundamentos e

mecanismos

MPCPs sdao microrganismos capazes de estimular o crescimento vegetal por
mecanismos diretos e/ou indiretos, colonizando a rizosfera, epiderme radicular ou até os
tecidos internos das plantas e estabelecendo intera¢des benéficas (VESSEY, 2003). Entre os
mecanismos diretos, destacam-se a producdo de fitohormonios, como o acido indolacético
(AIA), a fixacdo biologica de nitrogénio, a solubilizagdo de fosforo e a producao de
'metabolitos secundarios (CHEN et al., 2009). J4 os mecanismos indiretos envolvem a
supressdao de fitopatdgenos por antibiose, competicdo por nutrientes, producdo de enzimas
degradadoras de parede celular de fungos e indugdo de resisténcia sistémica em plantas
(SOMERS et al., 2004).

A producao de AIA, por exemplo, regula processos fisioldgicos essenciais como o
alongamento celular, formagdo de raizes laterais e diferenciagdo de tecidos vegetais
(SAHARAN; NHERA, 2011; WAGI; AHMED, 2019). A rota mais comum nos MPCPs ¢ a
via do triptofano, na qual a enzima indol-3-piruvato descarboxilase (IpdC) converte triptofano
em indol-3-acetaldeido, precursor direto do AIA (SAHARAN; NHERA, 2011).

Ja a solubilizagdo de fosforo ocorre principalmente por meio da excre¢ao de acidos
organicos, como o citrico, latico e gluconato, que reduzem o pH do solo e promovem a
liberacdo do P de compostos insoluveis (GRACAS et al., 2015). Esse processo depende da
expressdo coordenada de genes, cuja presenca tem sido associada a cepas com alta atividade
solubilizadora (IDRISS et al., 2002). A mineralizacao de fosforo organico também ¢ relevante
e se dd por meio da agdo de enzimas como fitases, fosfatases acidas e alcalinas, que
transformam compostos organicos de fosforo em formas assimilaveis pelas plantas (CHEN;
LIU, 2019).

Em condigdes de estresse abiotico, a produg¢do de exopolissacarideos (EPS) por
Bacillus spp. auxilia na aderéncia as raizes de plantas e protecdo celular, favorecendo a
sobrevivéncia e funcionalidade desses microrganismos (HASHEM et al., 2019). A produgdo
de EPS favorece a formagao de biofilmes, o que contribui para o aumento de tolerancia das

cepas bacterianas a condicdes extremas, como a acidez do solo, caracteristica comum em

' Bacillus amyloliquefaciens FZB42 produz diversos metabolitos secunddrios com agdo benéfica as plantas,
como os lipopeptideos surfactina, fengicina e bacillomicina D (com agdo antifungica), os poliquetideos
difficidina, bacillaeno e macrolactina (com agdo antibacteriana) (CHEN et al., 2009).
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ambientes do Cerrado (PARRILLI; TUTINO; MARINO, 2022; FRAGOSO; CARDOSO,
2022).

2.1.3 O género Bacillus e suas vantagens biotecnoldgicas na agricultura

O género Bacillus destaca-se entre os MPCPs por sua alta capacidade de resisténcia a
condigdes adversas de temperatura, radiacdao, pH e dessecagdo, o que favorece sua utilizagdo
em formulagdes estaveis com longa vida util (SLEPECKY; HEMPHILL, 2006).

Espécies como Bacillus subtilis, B. megaterium ¢ B. amyloliquefaciens sao
amplamente aplicadas na agricultura por sua multifuncionalidade (OLIVEIRA; URQUIAGA;
BALDANI, 2003; SOUSA et al., 2021). Esses microrganismos produzem diversos
lipopeptideos, como surfactina, fengicina e bacilomicina, que atuam como compostos
antimicrobianos naturais contra fungos e bactérias patogénicas (CHUNG et al., 2008; ZAID
et al., 2022). Esses microrganismos também podem atuar na formagdo de compostos
chamados de biofilme, que atuam na aderéncia do microrganismo a superficie das raizes,
permitindo uma colonizacdo mais estavel e duradoura, com maior acesso as exsudacoes
radiculares e intera¢ao com o hospedeiro (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Outra capacidade que tem sido demonstrada por espécies do género Bacillus esté
associada a promog¢do direta de crescimento vegetal, em um exercicio do papel de
biofertilizante e fitoestimulante nos sistemas agricolas (GRACAS et al., 2015). Além disso, a
adaptabilidade de Bacillus a diferentes condigdes de cultivo e sua rapida taxa de crescimento
justificam sua ampla ado¢do em biofertilizantes e produtos comerciais de biocontrole

(SLEPECKY; HEMPHILL, 2006).



2.2 Metodologia

2.2.1 Identificagao Molecular

A cepa Bac-Amy (Bacillus amyloliquefaciens) tem origem em isolamentos de
materiais vegetais, realizados pelo Laboratério de Fitopatologia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) unidade Pesca, Aquicultura e Sistemas Agricolas, em
Palmas — Tocantins. Atualmente, a cepa encontra-se depositada na cole¢do de
microrganismos da EMBRAPA unidade Milho e Sorgo, em Sete Lagoas — Minas Gerais,
preservada a -20 °C em solucao de glicerol a 20%.

A identifica¢do molecular da cepa foi realizada no Nucleo de Biologia Aplicada da
EMBRAPA unidade Milho e Sorgo, em Sete Lagoas — Minas Gerais, por meio do
sequenciamento parcial do gene gyr4, que codifica a subunidade A da enzima DNA girasse
(LIU, 2022).

As sequéncias obtidas foram comparadas com dados disponiveis no banco do
*National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta >BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool - nucleotide), para confirmagdo da identidade

taxondmica com base no percentual de similaridade e cobertura dos alinhamentos.

2.2.2 Produ¢do de hormonio acido indolacético (AIA)

22

Para a avaliagdo da producao de acido indolacético (AIA) pelos isolados, a amostra foi

preparada utilizando-se a metodologia descrita por Sarwar e Kremer (1995) com algumas

modificacdes. Em microplaca Deep Well estéril, foram adicionados 5 pL dos inoculos

padronizados a concentracdo de 103 UFC mL™! (Unidade Formadora de Colonia por mililitro),

em 1 mL de meio Caldo Triptona Soja (TSB) suplementado com DL-triptofano (Dextrogiros-

Levogiros-triptofano) na concentracio de 1,0 mg mL'. A inocula¢io foi feita em triplicata

(INUI, 2009; LANA et al., 2017) e repetida trés vezes. Como controle negativo, foram

incluidos trés pogos contendo apenas o meio de cultura TSB com DL-triptofano.

2 Instituigio dos Estados Unidos vinculada ao National Library of Medicine, parte do National Institutes

of

Health (NIH). Ele oferece bases de dados e ferramentas para biotecnologia e bioinformatica, incluindo o

GenBank e o software BLASTn.

3 Ferramenta de bioinformatica usada para comparar sequéncias de nucleotideos com bancos de dados genéticos,

permitindo a identificagdo molecular.



23

As amostras foram incubadas no escuro a 30°C sob agitacdo por 5 dias. Apds o
periodo de incubagao, as placas foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos. Com o auxilio
de micropipeta, 100 uL. do sobrenadante foram transferidos para microplaca de 96 pocos e,
em seguida, foram adicionados 100 uL. do reagente Salkowski (49 mL de acido perclorico a
35% e 1 mL de cloreto férrico (FeCls - 0,5 M), conforme o protocolo descrito por Gordon e
Weber (1951).

As amostras foram incubadas em temperatura ambiente, no escuro, por 20 minutos, € o
resultado positivo foi evidenciado pela formagao da coloragdo rosea. A concentracao de AIA
foi estimada por meio da leitura da DO (densidade optica) a 530 nm em espectrofotometro
UV/VIS (Ultravioleta/Visivel), FLUOstar Omega. Uma modelo matematico linear foi
montado a partir de valores obtidos com AIA comercial nas concentragdes de 0; 10; 20; 40;
80 e 100 g mL! para determinar, por comparacio, a concentragio de AIA obtida no meio de
cultura (GORDON; WEBER, 1951). Segundo Kavamura et al. (2013), a producao de AIA
pode ser classificada a partir da concentragio, sendo: baixa (<1 pg mL™'), média (1 a 10 ug

mL™1), alta (11-50 ug mL™), ou elevada (> 51 ug mL™1).

2.2.3 Fixacdo de Nitrogénio

A cepa foi avaliada quanto a capacidade de fixacdo de nitrogénio pelo crescimento e
formacdo de pelicula em meio semi-sélido NFb (Nitrogen Free Broth — meio livre de
nitrogénio), conforme o protocolo de Ddbereiner, Baldani e Baldani (1995). O meio NFb ¢
composto por: 5,0 g/L de acido malico (C4H¢Os), 0,6 g/L de fosfato dipotassico (K2HPOs),
0,4 g/L de fosfato monopotassico (KH2POs), 0,01 g/L de sulfato de manganés (MnSOs), 0,05
g/L de sulfato de magnésio (MgSQy4), 0,02 g/L de cloreto de sédio (NaCl), 0,002 g/L de
molibdato de sédio (NaMoQO4), 2 mL/L de azul de bromotimol (0,5% em élcool) como
indicador, 1,75 g/L de agar, com o pH ajustado para 6,6 - 7,0 (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995).

Uma alcada contendo cultura bacteriana foi inoculada no meio livre de nitrogénio (N),
e um controle positivo de Bacillus foi incluido. O experimento foi realizado em triplicata
(GOMES et al., 2019; PAIVA et al., 2024) e repetido duas vezes. Um frasco contendo meio
estéril e sem inoculagdo foi usado como controle negativo. Os frascos foram incubados a 28
°C por 7 dias. A mudanca de cor no agar de verde para verde-azulado ou azulado e a
formacdo de pelicula foram registradas como positivas para a atividade de fixacdo de

nitrogénio.



24

2.2.4 Solubilizagao de fosfatos

Para avaliacao qualitativa, uma aliquota de 100 uL da cultura bacteriana, padronizada
a 10> UFC mL"! (Unidade Formadora de Coldonia por mililitro), foi inoculada em
quadruplicata (SILVA et al., 2015) nos meios de cultura sélido National Botanical Research
Institute of Phosphate growth medium (NIBRIP) [10 g/L de glicose, 5 g/L. de fosfato tricalcio
(Caz(POs4)2), 5 g/L de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H>0), 0,25 g/L de sulfato
de magnésio heptaidratado (MgS04.7H>0), 0,2 g/L de cloreto de potéssio (KCI), 0,1 g/L de
sulfato de amonio ((NH4)2SO4) e 20 g/L de agar bacteriologico], conforme Nautiyal (1999), e
no meio Fitato [10 g/L de glicose, 5 g/L de fitato de s6dio (NasCsHsO24Ps), 1,9 g/L de cloreto
de magnésio (MgClz), 2,94 g/L de cloreto de célcio di-hidratado (CaCl..2H20), 0,001 g/L de
sulfato de manganés (MnSOQys), 0,1 g/L de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H>0),
0,2 g/L de cloreto de potassio (KCL), 0,2 g/L de cloreto de s6dio (NaCl), 0,5 g/L de sulfato de
amonio ((NH4)2SO4) e 20 g/L de agar bacterioldgico], conforme Richardson et al. (2001).

Os meios inoculados foram incubados a 28 °C durante 10 dias para visualizagdo do
halo transparente em torno da coldnia, indicativo de solubilizagcdo/mineralizagao de P. O
experimento foi realizado em quadruplicata, ¢ o controle negativo consistiu no meio de
cultivo sem inoculo. O didmetro do halo de solubilizagdo, percebido como uma darea
translucida em torno da colonia, foi medido utilizando-se um paquimetro digital. O resultado
obtido foi expresso pelo Indice de Solubilizagio por meio da férmula: IS = ¢ Halo (mm) / ¢
Colonia (mm). A cepa foi classificada como estirpe de baixa solubilizacdo (IS < 2), média (2
< IS <4) ou alta solubilizacao (IS > 4), de acordo com Berraquero (1976).

Para a quantificacdo do fosforo solubilizado pela Bac-Amy, uma colonia pura foi
transferida para o meio de cultura liquido TSB (Trypticase Soy Broth) e incubadas a 30 °C
por 3 dias, sob agitagdo constante. Apos o periodo de incubag¢do as amostras foram
padronizadas através de expectofotometria a 540 nm para ajuste da densidade otica (DO).
Apos o ajuste da DO, 100 pL. do meio cultivado foi adicionado em tubos falcon estéreis
contendo 15 mL de meio de cultura NBRIP (NAUTIYAL, 1999) modificado para o uso de 40
gL' de glicose, sendo incubadas a 30 °C sob agitagdo constante. Para determinagdo do
fosforo solubilizado, foram consideradas trés repeti¢cdes para cada tratamento (AMRI, et al.,
2023), no periodo de 10 dias de incubacdo. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante filtrado em papel de filtro Whatman 42 para determinagdo da
concentragdo de fosforo (P) soltivel e medicdo de pH em dgua. Para determinagdo do fosforo

solubilizado em meio de cultura, foi utilizado o método colorimétrico de Murphy e Riley
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(1962) a partir de um modelo matematico linear obtido a partir de solugdes de fosforo com
concentragdes conhecidas (0 mg.L™!, 1,2 mg.L!, 2.4 mgL!, 48 mg L', 6 mgL! 8 mgL’,
10 mg.L!, 12 mg.L!, e 14 mg.L"), usando como padrio o fosfato monopotassico (KH2POx),
subtraindo-se o fosforo soluvel contido na amostra controle (meio de cultura com fosfato
tricalcio sem inoculagdo). Para evitar contaminagdes com fosforo livre nas vidrarias e tubos,
todo o material utilizado no ensaio foi descartavel, exceto os dos funis de vidro, que foram

higienizados com acido cloridrico (10%) antes do uso.

2.2.5 Formagao de biofilme

A capacidade de formagdo de biofilme foi avaliada pelo método de Stepanovi¢ et al.
(2007) com modifica¢des. Aliquota de 2 pL da cultura do isolado padronizada a 108 UFC mL-
! (Unidade Formadora de Coldnia por mililitro) foi inoculada em 200 pL de TSB (Trypticase
Soy Broth), preparado com 1% de glicose em uma microplaca de poliestireno. O experimento
foi conduzido em triplicata (FIGUEIREDO et al., 2025; GOMES et al., 2019) e repetido duas
vezes, com um controle contendo apenas o meio de cultura TSB. A placa foi incubada a 30°C
por 48 h. Apds esse tempo, o liquido foi removido por meio de inversdo, o poco foi lavado
trés vezes com agua destilada e a placa foi colocada invertida sobre papel toalha para a
drenagem completa. Posteriormente, foi adicionado em cada poco 200 pL de metanol para
fixar o biofilme eventualmente presente. Apds 20 minutos, o metanol foi removido e a placa
foi deixada em temperatura ambiente para secagem. Em seguida, foram adicionados 200 pL
de uma solu¢do de Cristal Violeta a 0,5% em cada pogo. Apds 15 minutos de contato, o
corante foi removido por meio de inversdo, o poco foi lavado com dgua destilada e a placa foi
deixada em temperatura ambiente para a secagem. Por fim, foi adicionado 200 pL de etanol
absoluto, e foi aguardado um tempo de 30 minutos; em seguida, foi feita a leitura da placa em
um espectrofotometro UV/VIS (Ultravioleta/Visivel), FLUOstar Omega, a 570 nm. Foi
considerado produtor de biofilme o microrganismo capaz de reter a coloragdo violeta, e a
classificagdo foi feita com base nos valores de densidade Optica obtidos, sendo classificado
como: ndo formador (Doa < Docn); fracamente formador (Docn < Doa < 2x Docn);
moderadamente formador (2x Docn < Doa < 4x Docn) ou fortemente formador (4x Docn <
Doa). Sendo: Doa = Densidade optica da absorbancia e Docn = Densidade optica do controle

negativo (STEPANOVIC et al., 2007).
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2.2.6 Produgao de exopolissacarideos (EPS)

A avaliacdo da capacidade de produgao de exopolissacarideos (EPS) pela cepa Bac-
Amy foi realizada de acordo com a metodologia de Paulo et al. (2012) utilizando o meio de
cultura composto por 50 g/L. de sacarose, 20 g/L de extrato de levedura, 20 g/L. de sulfato de
magnésio (MgS0ys), 0,01 g/L de cloreto de sodio (NaCl), 0,01 g/L de sulfato ferroso (FeSOs4),
0,01 g/L de sulfato de manganés (MnSOs4), 0,02 g/L de cloreto de calcio (CaCly) e 20 g/L de
fosfato dipotassico (KxHPO4) e pH ajustado para 7,5 (GUIMARAES et al., 1999). Discos de
5 mm de diametro de papel filtro (Whatman 42) esterilizados foram transferidos para o meio
de cultura e inoculados com 5 pL da cultura bacteriana padronizada a 108 UFC mL™! (Unidade
Formadora de Coldnia por mililitro) crescida em meio Caldo Triptona Soja (TSB).

As placas foram incubadas a 30 °C por 24 h e a produ¢do de EPS foi avaliada pela
auséncia ou presenca de colonia mucosa ao redor dos discos (PAULO et al., 2012). O teste foi
realizado em triplicata (LANDIM; SANTOS, 2019) e repetido duas vezes. A presenga de um
material translicido ou cremoso envolvendo a colonia foi um indicativo do potencial de
producdo de EPS. A confirmag¢do da producdo de EPS foi realizada por meio da mistura de
uma al¢a de platina impregnada com a colonia em 2 mL de etanol absoluto, sendo
considerada a formagao de precipitado como resultado positivo e a presenca de turbidez como

resultado negativo (PAULO et al., 2012).

2.2.7 Tolerancia a estresse salino

A cepa Bac-Amy foi inoculada em meio de cultura *Luria Bertani (LB) so6lido (4gar 20
g/L) enrriquecido com cloreto de sodio (NaCl) nas concentragdes de 6%, 8% e 10%
(massa/volume). Foram adicionados dois controles positivos de *Bacillus (CNPMS-22 e
CNPMS-23) (FIGUEIREDO et al., 2025). As cepas foram incubadas a 30°C por 48 horas. Ao
fim do teste, as bactérias capazes de crescer em meio salino nas concentracdes descritas

demonstrardo sua tolerancia a situacdo de estresse salino (VILELA et al., 2022).

4 Meio de cultura de formulagdo comercial utilizada para cultivo bacteriano, podendo ser solidificada com a
adigdo de agar (20 g/L).

5 As cepas de Bacillus CNPMS-22 ¢ CNPMS-23 também pertencem ao banco de microrganismos da Embrapa
Milho e Sorgo ¢ ja estdo mais avancadas em relacdo aos estudos microbiologicos.
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2.2.8 Tolerancia a estresse hidrico

A cepa Bac-Amy foi inoculada em meio de cultura a Agar Triptona Soja (TSA) 10%
(massa/volume) enriquecido com sorbitol nas concentragdes 405 e 520 e g/L, com atividade
de 4gua (aw) equivalente a 0,919 e 0,897, respectivamente, e incubadas a 70°C por 72 horas.

Foram acrescentados dois controles positivos de Bacillus (CNPMS-22 ¢ CNPMS-23)
(FIGUEIREDO et al., 2025). Ao fim do teste, as bactérias capazes de crescer em meio
contendo sorbitol nas concentracdes descritas demonstrardo sua tolerancia a situacdo de

estresse hidrico (GOMES et al., 2019; VILELA et al., 2022).

2.2.9 Teste de promocao de crescimento de milho em camara de crescimento

A cepa Bac-Amy foi testada quanto ao seu potencial em promover o crescimento de
plantas de milho em condig¢des controladas, em camara de crescimento de acordo com a
metodologia de Negri ef al. (2014), e Sousa et al. (2016), com adaptacdes. A camara de
crescimento utilizada foi a da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais.

O experimento contou com os seguintes tratamentos: controle negativo de sementes
ndo inoculadas; inoculagio com Bac-Amy; inoculagio com as cepas ‘B119 e B2084, Bacillus
megaterium € Bacillus Subtilis, respectivamente; e mistura B119 + B2084. Essas cepas foram
isoladas e selecionadas pela Embrapa, e deram origem ao bioinsumo comercial BiomaPhos®,
registrado para promocdo do desenvolvimento radicular e aumento da eficiéncia na absor¢ao
de fosforo pelas plantas (PAIVA ef al., 2021). A inclusdo dessas cepas teve como objetivo
comparar o desempenho da cepa Bac-Amy com materiais ja consolidados no mercado,
reconhecidos pela eficiéncia em solubilizagdo de fosforo e promocgao de crescimento vegetal,
conforme descrito por Paiva et al. (2021).

Para o tratamento de sementes, as cepas foram padronizadas em solucdo de 10% UFC
ml! (Unidade Formadora de Coldnia por mililitro) na propor¢io de 4ml para cada 300g de

semente, além de 2g de "BiomaFix ( SILVA et al., 2024). Foram germinadas %150 sementes

6 As cepas B119 e B2084, pertencentes ao género Bacillus, sdo as cepas bacterianas utilizadas na formulagdo do
inoculante comercial BiomaPhos®, desenvolvido pela Embrapa. Elas apresentam alta capacidade de
solubilizagdo de fosforo, promovendo o crescimento vegetal em culturas como milho e soja (PAIVA et al.,
2021).

7 Aditivo adesivo protetor utilizado em mistura com inoculante no tratamento de sementes. Facilita a aderéncia e
sobrevivéncia dos microrganismos junto as sementes (BIOMA).
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da cultivar “CMS 036 para cada tratamento. Seis dias apos a germinagdo, 49 plantulas foram
transplantadas para sistema hidropdnico contendo a solugdo nutritiva de Hoagland meia forga
pH 5,65 (LIU et al., 1998). Para cada tratamento, a unidade amostral foi composta por trés
plantas, sendo realizadas trés repeti¢des independentes por tratamento. A solugao nutritiva foi
trocada trés vezes durante a execugao do ensaio, ¢ o pH foi monitorado a cada troca.

O teste teve duracdo total de 21 dias e ao final, foram avaliadas producdo de matéria
seca e desenvolvimento de raizes em func¢ao do tratamento de sementes, quantificando as
variaveis morfologicas: comprimento total (CT), em centimetros; area de superficie total
(AST), em cm?, de raizes, com didmetro entre 0,0 mm e 1,0 mm (ASy), 1,0 € 2,0 mm (AS>2) e
2,0 e 4,5 mm (AS3); e volume de raiz (VR), seguindo a metodologia de Sousa et al. (2012)
com adaptacdes. As variaveis morfologicas foram obtidas com o auxilio do scanner de mesa
Epson Expression 11000XL, especifico para andlises de raizes. As imagens obtidas foram

processadas e analisadas no software WinRhizo v.4.0.

2.2.10 Analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com trés ou quatro repeticdes por amostra. Os testes quantitativos de producdo de AIA e
solubilizacdo de fosforo, assim como o teste qualitativo de formacdo de biofilme, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo programa computacional SISVAR versado
5.6. (FERREIRA, 2015). As médias obtidas nos tratamentos de cada teste foram comparadas
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Para o ensaio realizado em camara de
crescimento, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia (p < 0,05) (FERREIRA, 2015).

8 A quantidade de 150 sementes foi utilizada apenas para garantir a obtengdo de, no minimo, 49 plantulas
uniformes e vigorosas, necessarias para o preenchimento da bandeja destinada ao experimento na camara de
crescimento.

® Linhagem de milho desenvolvida pela Embrapa, a partir do cruzamento entre 18 linhagens selecionadas para
solos sob vegetacdo de cerrado (EMBRAPA; IPA, 1990).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Identificagao Molecular

A analise molecular da cepa Bac-Amy, por meio da amplificagdo e sequenciamento de
um fragmento de 464 pares de bases do gene gyrA, apresentou elevado nivel de similaridade
com espécies do género Bacillus. O alinhamento utilizando a ferramenta BLASTn revelou
identidade de 99,69% e cobertura de 98% em relacdo a diferentes cepas de Bacillus
amyloliquefaciens, com destaque para o acesso GenBank ORS881468.1, confirmando a
classificagdo taxondmica da cepa. O valor de E-value foi de 0,0, indicando alinhamento
altamente significativo e robusto.

O cromatograma gerado no software Sequencer apresentou picos bem definidos, sem
sobreposi¢do, garantindo a qualidade da sequéncia utilizada na analise, conforme a Figura 1.
Esses resultados confirmam que a cepa Bac-Amy pertence a espécie Bacillus

amyloliquefaciens, validando sua utilizacdo nas andlises funcionais e bioquimicas

subsequentes.

Figura 1 — Cromatograma obtido no sequenciamento do gene gyr4 da cepa Bac-Amy
Sequencher - [(Experimental Data) BAC1_GYRR_B11]
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Fonte: Acervo do autor. 2025.

Liu et al. (2022) destacaram em seu estudo que o gene gyrAd apresenta maior poder

discriminatorio em comparagdo ao gene 16S rRNA, especialmente em espécies do género
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Bacillus. Os autores desenvolveram '®primers especificos para o gyrd, demonstrando sua

eficacia na diferenciacdo de espécies proximas, como B. amyloliquefaciens e B. subtilis.
2.3.2 Produgao de acido indolacético (AIA)

A quantificacdo da producdo de AIA pela cepa Bacillus amyloliquefaciens (Bac-Amy)
foi realizada com base em um modelo matematico linear definido partir de solu¢des de AIA

comercial (Figura 2), nas concentra¢des conhecidas de 0, 10, 20, 40, 80 e 100 pg.mL™".

Figura 2 — Produgéo de AIA em microplaca Deep Well

Fonte: Acervo do autor. 2025. A direita, observa-se as amostras
que compdem o modelo determinado a partir de diferentes
concentragdes de AIA comercial, com intensificagdo da
colorag@o de rosa claro a vermelho mais intenso conforme o
aumento da concentragio. A esquerda, estdo as amostras
referentes a cepa Bac-Amy, dispostas em trés testes, cada um
em triplicata. Abaixo dos tratamentos inoculados com a cepa,
estd o controle (coloragdo mais clara), que permanecei sem
inoculagdo.

O modelo matematico, obtido a partir das concentracdes de AIA comercial apresentou
excelente ajuste linear, tendo o formato de y = 0,013x + 0,0337, em que X representa a
concentracdo de AIA (ug.mL™) e y corresponde a absorbancia lida no espectrofotometro
UV/VIS, a 530 nm. Nessa equagdo, o coeficiente 0,013 representa a inclinacdo da reta, ou
seja, indica que para cada aumento de uma unidade no valor de x, ha um acréscimo de 0,013
unidades em y. Esse valor expressa a taxa de variagdo entre as duas varidveis analisadas. Ja o
coeficiente 0,0337 corresponde ao valor de y quando x = 0, representando ponto de partida da

variavel dependente (absorbancia) antes da influéncia da varidvel independente (concentracao

10 Pequenas sequéncias de nucleotideos que atuam como iniciadores para a sintese de DNA na reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), permitindo a amplificagdo de regides especificas do material genético.
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de AIA). O coeficiente de determinagdo do modelo linear foi de R? = 0,9984, indicando alta
precisdo e confiabilidade na relagdo entre concentragdo e absorbancia, atendendo plenamente
o critério minimo recomendado de R2 > 0,98.

A avaliagdo da producao de AIA pela cepa Bac-Amy revelou resultados expressivos
comparagdo com outros estudos envolvendo cepas da mesma espécie. A cepa Bac-Amy
apresentou uma média geral de produgdo de 13,49 ug.mL™, considerando os trés ensaios
realizados em triplicata (Figura 2), cujas médias individuais foram aproximadamente 14,72,
12,69 e 13,05 pg.mL™, respectivamente. De acordo com a classificagdo proposta por
Kavamura et al. (2013), esses valores enquadram-se na faixa de alta producdo de AIA,
definida para concentracdes entre 11 e 50 pg.mL™'. Os valores de absorbancia dos trés
tratamentos com Bac-Amy diferenciaram-se estatisticamente do controle, conforme analise
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), com coeficiente de variacdo de 7,69%.

No estudo de caracterizagdo de rizobactériass promotoras de crescimento, conduzido
por Lee et al. (2025), sete cepas foram avaliadas quanto a producdo de AIA. A cepa AB22-1
de B. amyloliquefaciens destacou-se por representar a maior média de produgao, 8,0 pg.mL™,
valor que, de acordo com a mesma classificagdo proposta por Kavamura et al. (2013), ¢
considerado de produ¢ao média.

Em condigdes de déficit hidrico, Sheteiwy et al. (2021) demonstraram que a
inoculagdo de sementes de soja com B. amyloliquefaciens proporcionou nao apenas o
aumento dos niveis de AIA, mas também a uma modula¢ao hormonal benéfica, favorecendo o
desenvolvimento vegetal.

Wang et al. (2022) obseravaram, por meio de ensaio imunoenzimatico ''(ELISA), um
aumento de 24,7% do teor de AIA presente em mudas de '*festuca alta (Festuca arundinacea)
inoculadas com a cepa GBO03 de Bacillus Amyloliquefaciens e sob adubag@o nitrogenada
adequada, comparadas as mudas ndo inoculadas. J& em mudas de F. arundinacea submetidas
a estresse por baixa disponibilidade de nitrogénio, constatou-se um aumento de 81,8% do teor

de AIA presente.

"' Técnica analitica baseada na ligagdo especifica entre antigenos e anticorpos, utilizada para detectar e
quantificar substincias como o acido indolacético (AIA). No caso da avaliagdo do AIA, o kit ELISA utiliza
anticorpos especificos que se ligam ao AIA presente na amostra, sendo essa interagdo detectada por meio de uma
reagdo enzimatica que gera um sinal colorimétrico proporcional a concentragdo do horménio (ENGVALL;
PERLMANN, 1971).

12 Graminea pertencente & familia Poaceae, subfamilia Pooideae, ordem Poeae. Trata-se de uma importante
espécie de planta forrageira de estagdo fria em todo o mundo (WANG et al., 2022).
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A capacidade da cepa Bac-Amy (Bacillus amyloliquefaciens) em produzir AIA em
concentragdo considerada alta destaca seu potencial como bioinsumo. Essa capacidade ¢
particularmente importante para ambientes do Cerrado, onde o estresse hidrico sazonal atua
como fator limitante do desenvolvimento radicular e da produtividade de culturas

agronomicas (SANTOS et al., 2020).

2.3.3 Fixacdo de Nitrogénio

O teste de fixagdo bioldgica de nitrogénio realizado em meio semi-s6lido NFb indicou

resultado positivo para a cepa Bac-Amy (Figura 3).

Figura 3 — Fixagdo de Nitrogénio

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda: (A) controle negativo, (B), (C) e (D) sédo
repeti¢des da inoculagdo com Bac-Amy. A mudanga de tonalidade de verde claro
(A) para azul (B, C e D) indica a atividade de fixa¢do de nitrogénio.

Observou-se, apos sete dias de incubacdo, a formac¢ao de uma pelicula na superficie do
meio, somada a mudanca de coloragdo de verde para azul, caracteristicas indicativas da
atividade diazotréfica, conforme descrito por Souza et al. (2009) e Silva et al. (2015).

A formacdo da pelicula na interface ar-liquido ¢ resultado da migracdo das bactérias
para a regido onde ocorre o equilibrio ideal entre oxigénio e nitrogénio, favorecendo a atuagdo
da nitrogenase, enzima responsavel pela conversao do nitrogénio atmosférico (Nz) em formas
assimildveis pelas plantas (SILVA et al., 2015). A alteragdo da coloracao do meio, de verde
para azul, também reforca a atividade metabolica associada ao consumo de nitrogénio e a

alteracdao do pH do meio.
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Vasconez et al. (2020) também encontraram resultados positivos para a fixacdo de
nitrogénio em meio NFb para quatro cepas de Bacillus spp.: IB10 (B. licheniformis), CT11
(Bacillus megaterium); ABS8 (Bacillus subtilis); e CT5 (Bacillus megaterium).

Wang et al. (2022) observaram um aumento no teor de nitrogénio total em mudas de
festuca alta (Festuca arundinacea) inoculadas com a cepa GBO03 de Bacillus
Amyloliquefaciens, mesmo sob condi¢des simuladas de deficiéncia de nitrogénio. Os autores
concluiram que a cepa GBO03 contribuiu para a resisténcia das plantas ao estresse por
deficiéncia de nitrogénio (WANG et al., 2022).

Embora espécies do género Bacillus ndo sejam tradicionalmente reconhecidas como
fixadoras de nitrogénio, estudos recentes tém demonstrado que algumas linhagens possuem
genes relacionados a fixagcdo, como o gene nifH, e sdo capazes de expressar essa atividade sob
determinadas condi¢des ambientais (YOUSUF et al., 2017).

Esses resultados reforcam o potencial de cepas de B. Amyloliquefaciens como agente
auxiliar na ciclagem bioldgica do nitrogénio, contribuindo para a redug¢do da dependéncia de

fertilizantes nitrogenados (WANG et al., 2022).
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2.3.4 Solubilizagao de fosfatos

No ensaio qualitativo para avaliagdo da mineraliza¢ao de fosforo organico, utilizando
meio contendo fitato de s6dio como unica fonte de fosforo, a cepa Bac-Amy apresentou
formacao evidente de halos translucidos ao redor das coldnias, indicando potencial para

mineralizagdo de fosforo organico, conforme demonstrado pela Figura 4.

Figura 4 — Mineralizacdo de fosfato pela formacao de halo
claro ao redor das col6nias em meio com fosforo organico.

Fonte: Acervo do autor. 2025.

Os diametros das colonias variaram de 9,80 a 13,90 mm, enquanto os diametros totais
dos halos variaram de 22,11 a 24,33 mm. O indice de solubilizagao (IS) variou entre 1,75 e
2,26, com média de 2,06, classificando a cepa como de média capacidade de mineralizagdo de
fosforo organico, segundo os critérios de Berraquero et al. (1976).

J& no teste qualitativo a partir do meio solido contendo fosfato tricalcico, que avalia a
solubilizacao de fosforo inorganico insoluvel, a cepa Bac-Amy ndo apresentou formagao de
halo de solubilizacdo. Gupta et al. (1994) constataram que muitos isolados que ndo
produziram nenhum halo/zona visivel em meios sélidos, puderam solubilizar varios tipos de
fosfatos inorgéanicos insoliveis em meio liquido. Esse comportamento pode apontar para uma

tendéncia de preferéncia metabolica pela mineraliza¢do de fontes organicas de foésforo, como
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o fitato, cuja degradacdo estd associada a produgdo de enzimas do tipo fitases
(RICHARDSON et al., 2001; IDRISS et al., 2002).

A diferenca entre os resultados obtidos nos meios sélido e liquido ¢ um fenomeno bem
documentado na literatura e pode ser atribuida a diversos fatores, como a difusdo limitada de
metabolitos no meio solido e a maior disponibilidade de nutrientes e espago para crescimento
no meio liquido (ARMANDEH; MAHMOUDI; NOSRATABAD, 2022).

Por exemplo, Soave (2023) demonstrou que diferentes linhagens de Bacillus spp.
apresentam variagdes na capacidade de solubilizacao de fosforo, dependendo do meio de
cultivo e da fonte de fosforo utilizada. Além disso, Melo (2023) observou que isolados de
Bacillus  spp. apresentaram baixos indices de solubilizagio em meio solido,
independentemente da fonte de fosfato utilizada, o que destaca a importancia de avaliar a
solubilizacao em diferentes condi¢des de cultivo.

Por outro lado, no ensaio quantitativo de solubilizagdo de fosforo utilizando o meio
liquido NBRIP modificado, a cepa Bac-Amy demonstrou capacidade significativa de
solubilizacdo de fosforo inorganico, superando a cepa CNPMS-22 (FIGUEIREDO et al.,
2025) utilizada como controle positivo.

A quantificacdo de fosforo nas amostras dos tratamentos foi realizada através do
modelo matematico y = 0,0532x + 0,0124, determinado a partir de amostras com
concentragdes conhecidas de fosforo, onde x representa a concentragdao de fosforo na amostra
e Y representa a absorbancia lida em espectrofotometro. O coeficiente 0,0532 representa a
inclinagdo da reta, ou seja, indica que para cada aumento de uma unidade no valor de x, ha um
acréscimo de 0,0532 unidades em y. Esse valor expressa a taxa de variacdo entre as duas
variaveis analisadas. J& o coeficiente 0,0124 corresponde ao valor de y quando x = 0,
representando ponto de partida da variavel dependente (absorbancia) antes da influéncia da
variavel independente (concentragdo de fosforo). O coeficiente de determinacdo do modelo
encontrado ¢ R? =0,9973, garantindo alta precisdao nas medidas de calibracao.

Os valores obtidos para o controle (meio sem inoculagdo) foram 12,08 mg L™, 12,83
mg L' e 12,49 mg L'. Conforme a metodologia descrita, a média de solubilizagdo do
controle foi subtraida dos valores de solubilizagdo dos demais tratamentos, para o calculo
final da solubilizagdo de P. A média final de fosforo solubilizado pela Bac-Amy foi de
aproximadamente 114,45 mg L' (valores individuais: 113,32; 117,46; 112,57 mg L), e da
cepa CNPMS-22, de cerca de 77,36 mg L' (69,34; 85,50; 77,23 mg L™"). A andlise estatistica

revelou a formacdo de trés grupos distintos, nos quais a cepa Bac-Amy se diferenciou
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significativamente tanto do controle quanto da cepa CPMS-22, conforme o teste de Scott-
Knott (p < 0,05), com coeficiente de variacao de 5,44%.

Esses resultados indicam que a cepa Bac-Amy possui um perfil funcional especifico,
com maior eficiéncia na solubiliza¢do de fosforo inorgénico em meio liquido, corroborando
sua capacidade metabdlica para transformar fontes minerais de fésforo em formas
assimilaveis, potencialmente associada a produgdo de acidos organicos e outros metabolitos
solubilizantes (SHARMA, 2017).

Cheng et al. (2023) destacam que microrganismos solubilizadores de fosfato sdo
amplamente reconhecidos por seu papel na disponibilizagio de fosforo as plantas,
constituindo uma solugdo econdmica e sustentavel para mitigar a deficiéncia desse nutriente

no solo.
2.3.5 Formagao de Biofilme

No teste de formacdo de biofilme em superficie de poliestireno (Figura 5), a cepa Bac-
Amy apresentou valores médios de densidade Optica de 0,146 no primeiro ensaio e 0,134 no
segundo, enquanto os valores médios do controle negativo foram de 0,088 e 0,074,
respectivamente.

Figura 5 — Formacéo de Biofilme

(AT =

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda:
linha A e C referem-se aos tratamentos
inoculados com Bac-Amy. Linhas E e F
referem-se ao controle negativo.
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A média geral do controle foi de 0,081, e a da cepa Bac-Amy foi de 0,14. De acordo
com os critérios estabelecidos por Stepanovi¢ et al. (2007), a cepa Bac-Amy ¢ classificada
como fracamente formadora de biofilme, uma vez que seus valores de absorbancia se
encontram na faixa entre o controle negativo e até duas vezes esse valor (0,081 < Doa <
0,162). A absorbancia obtida para a cepa Bac-Amy foi estatisticamente superior a do controle
negativo, conforme o teste de Scott-Knott (p < 0,05), que apresentou coeficiente de variagao
de 24,41%.

Embora a Bac-Amy tenha sido classificada como fracamente formadora de biofilme,
esse comportamento ¢ comum em algumas linhagens de Bacillus, que tendem a apresentar
variagoes na expressao dessa caracteristica dependendo das condigdes de cultivo, do meio e
do substrato utilizado, além de estar associada a questdes genéticas (ZHOU et al., 2024).

Para corroborar com essa ideia, Liu ef al. (2011) investigaram a cepa C06 (B.
amyloliquefaciens) e observaram que uma mutagdo no gene pbrA4 resultou em uma produgao
reduzida de biofilme, acompanhada por uma superproducdo de acido y-poliglutdmico (y-
PGA). O estudo apontou que a baixa producdo de biofilme pode estar associada a alteragdes
na expressdo génica que favorecem outras vias metabdlicas, como a sintese de y-PGA,
desfavorecendo genes essenciais a formacao de biofilme (LIU ef al. 2011).

Mesmo em nivel baixo, a forma¢do de biofilme ¢ uma caracteristica relevante para a
sobrevivéncia da bactéria em solos agricolas, visto que confere prote¢do contra estresses
ambientais, favorece a adesdo as raizes e potencializa a a¢do promotora de crescimento

vegetal (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

2.3.6 Producado de Exopolissacarideos (EPS)

No que diz respeito a produgdo de EPS, a cepa Bac-Amy demonstrou capacidade

positiva evidenciada pela formacao de colonias mucosas ao redor dos discos de papel filtro no

meio de cultura rico em sacarose, conforme pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6 — Formagdo de formacao de colonias
mucosas: indi(':gtivos da produgéo de EPS

Fonte: Acervo do autor. 2025.

Essa caracteristica visual indica a sintese de substancias extracelulares poliméricas,
que conferem aspecto viscoso e mucilaginoso as colonias (SUTHERLAND, 2001). A
confirmagdo dessa produgao foi obtida pelo teste de precipitagdo com etanol absoluto, no qual

foi observada a formagdo de precipitado (Figura 7), indicando a presenca de EPS em solucao.

Figura 7 — Producéo de precipitado em etanol
absoluto

Fonte: Acervo do autor. 2025.
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Diniz (2022) avaliou cinco cepas bacterianas '3(LIS04, LIS05, CT02, IPR45 e IM14),
pertencentes aos géneros Bacillus, Paenibacillus e Pseudomonas, e constatou pelo método
desenvolvido por Paulo ef al. (2012) a capacidade de producdo de EPS em todas elas, o que
evidencia a frequéncia dessa caracteristica entre microrganismos com potencial
biotecnoldgico.

Landim e Santos (2019) avaliaram 90 cepas bacterianas isoladas de solos rizosféricos
da Caatinga, das quais, 20 apresentaram producdo de exopolissacarideos (EPS), evidenciada
pela formagao de precipitado apds a adi¢@o de etanol absoluto. Silva ef al. (2025) isolaram 38
bactérias presentes na filosfera de plantas nativas da Caatinga e avaliaram sua capacidade de
produgdo de EPS pelo método de Paulo et al. (2012), identificando 16 cepas positivas para a
producdo do composto.

Sutherland (2001) destacou a capacidade dos exopolissacarideos de manter uma
camada altamente hidratada ao redor do biofilme, impedindo a dessecacao letal de alguns

biofilmes naturais e protegendo o microrganismo contra varia¢des de umidade.

2.3.7 Tolerancia a estresse salino e estresse hidrico

A cepa Bac-my apresentou crescimento satisfatorio nas trés concentragdes testadas de

NacCl (6%, 8% e 10%), com desempenho semelhante aos controles positivos (Figura 8).

Figura 8 — Crescimento das colonias em meio enriquecido com NaCl

INaCl 2 6% BN, (1 a 8%F NaCl a 10%
Fonte: Acervo do autor. 2025. Leenda: (A) Concentragdo de 6%. (B) Concentragdo de 8%. (C) Concentragdo de
10%.

Essa capacidade ¢ indicativa de uma adaptacdo fisiologica eficiente, que permite a

bactéria uma elevada tolerancia ao estresse salino (VILELA et al., 2022).

13 As cepas LISO5, IM14 e CTO02 pertencem a espécie Bacillus velezensis. A cepa LIS04 é um Paenibacillus
ottowii e a cepa IPR45 corresponde a Pseudomonas aeruginosa.
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Vilela et al. (2022) avaliaram 27 cepas bacterianas quanto a capacidade de
crescimento em meio LB so6lido com diferentes concentragcdes de NaCl (0%, 6%, 10% e
14%), das quais, apenas trés ndo apresentaram crescimento em concentracdo de 6% e duas
cepas das espécies B. amyloliquefaciens e B. subtilis cresceram em meio de cultura contendo
NaCl na concentracao de até 14%.

Em relagdo ao teste de estresse hidrico, a cepa Bac-Amy demonstrou capacidade de
crescimento sob as duas condi¢des testadas, com atividade de 4dgua (aw) de 0,919 e 0,897
(Figura 9), correspondentes as concentracoes de 405 g/L e 520 g/L de sorbitol,

respectivamente.

Figura 9 — Crescimento das col6nias em meio enriquecido com sorbitol

Xene W ~ /
tol a 405g/ Sorbitol a 520g/L;

)

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda: (A) Crescimento bacteriano em cncentrag:éo de
405 g/L de sorbitol. (B) Crescimento bacteriano em concentragdo de 520 g/L de sorbitol.

Em seu estudo, Gomes et al. (2019) selecionaram 414 cepas bacterianas capazes de
crescer em meio contendo 405 g/L de sorbitol, das quais apenas 28 cepas mantiveram o
crescimento na concentracao de 520 g/ L.

Solutos como sorbitol, glicerol e sal reduzem a atividade de 4gua (aw), impactando
diretamente no crescimento microbiano, pois criam um ambiente osmoticamente desafiador
que exige adaptagoes fisiologicas dos microrganismos (GOULD, 1989).

Martins et al. (2018) relataram que o tratamento de sementes de feijdo com uma cepa
de Bacillus amyloliquefaciens, caracterizada pela formagdo de biofilme e alta produgdo de
exopolissacarideos (EPS), conferiu maior resisténcia das plantas ao estresse hidrico

Além do crescimento observado nos dois testes, foi possivel notar uma alteragao
morfoldgica nas colonias, que apresentaram aspecto mais translicido em comparacdo as

cultivadas em meio sem adicdo de sal. Essa modificagdo visual, frequentemente relatada em
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estudos com bactérias halotolerantes, estd associada ao ajuste metabdlico da célula frente ao
estresse osmotico, principalmente pela sintese de solutos compativeis e exopolissacarideos,

que auxiliam na manutencao da integridade celular (SLEPECKY; HEMPHILL, 2006).
2.3.8 Teste de promocgao de crescimento de milho em camara de crescimento

A andlise estatistica do ensaio em camara de crescimento (Figura 10) revelou que o
tratamento das sementes com a cepa Bac-Amy impactou significativamente todas as varidveis

morfologicas avaliadas ao final de 21 dias de cultivo na cdmara de crescimento (TABELA 1).

Figura 10 — Condugdo de experimento em camara de crescimento

~
& . 9
1

\

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda: (A) Germinagdo das sementes. (B) Manuten¢do das plantulas. (C)
Leitura de parametros morfologicos.

Tabela 1: Médias das varidveis morfologicas do sistema radicular de plantas de milho submetidas a
diferentes tratamentos com cepas bacterianas, em cimara de crescimento.

Tratamento  CT (cm) VR (cm?) AST (cm?) AS; (cm?) AS; (cm?) AS; (cm?)
Controle 1329,79 a 1,99 a 182,38 a 134,85 a 13,70 a 19,36 be
B119 1544,76 a 1,73 a 183,25 a 137,88 a 17,44 ab 18,17 ab
B2084 1864,92 ab 2,26 ab 229,95 ab 170,03 ab 16,56 ab 23,16 cd
Bac-Amy 1781,41 ab 2,27 ab 225,47 ab 177,53 ab 22,18 bc 5,40 a
B119 +B2084 243835b 2,88b 297,15b 211,74 b 26,00 ¢ 30,82 d
CV (%) 14,79 12,69 13,40 15,30 14,08 21,23

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda: letras distintas indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Para o comprimento total de raizes (CT), houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p = 0,0047). A média geral dos valores de CT foi de média geral de 1791,85 cm,
com margem de erro de £173,09 cm, considerando um nivel de confianga de 95%. A mistura
B119+B2084 proporcionou o maior comprimento (2438,35 cm), diferindo estatisticamente do
controle negativo e do tratamento apenas com a cepa B119, que apresentaram os menores

valores (1329,79 cm e 1544,76 cm, respectivamente). Os tratamentos com as cepas Bac-Amy
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e B2084 apresentaram valores intermediarios (1781,41 cm e 1864,92 cm, respectivamente),
sem diferirem do controle, mas também ndo diferindo da mistura, indicando efeito parcial
sobre o desenvolvimento radicular.

A variavel volume de raiz (VR) obteve média geral de 2,23 cm?, com margem de erro
de 0,18 cm?, considerando um nivel de confianga de 95%. Na comparacdo de médias o
tratamento B119+B2084 se destacou com o maior volume (2,88 cm?), sendo estatisticamente
superior aos tratamentos com B119 (1,73 cm?) e ao controle (1,99 cm?). As cepas Bac-Amy
(2,27 cm®) e B2084 (2,26 cm?) apresentaram desempenho intermediério.

Quanto a 4rea de superficie total (AST), a média geral da variavel foi de 223,64 cm?,
com margem de erro de £19,58 cm? considerando um nivel de confianca de 95%. o
tratamento B119+B2084 também se destacou, com a maior média (297,15 cm?), diferindo
estatisticamente dos demais (p = 0,0050). As cepas Bac-Amy (225,47 cm?) e B2084 (229,95
cm?) apresentaram incrementos em relacdo ao controle (182,38 cm?), embora sem diferenca
estatistica, enquanto B119 (183,25 cm?) ndo diferiu do controle.

Ao avaliar a distribui¢do da area de superficie por classes de didmetro, observou-se
que na classe mais fina (0,0-1,0 mm, AS;; p = 0,0225), a média geral foi de 166,4 cm? com
margem de erro de £16,63 ¢cm?, considerando um nivel de confianga de 95%. A média do
tratamento B119+B2084 (211,74 cm?) foi superior em relagio ao controle (134,85 cm?) e ao
tratamento B119 (137,88 cm?), enquanto os tratamentos Bac-Amy e B2084 novamente
apresentaram valores intermediarios (177,53 cm? e 170,03 cm?, respectivamente).

Na classe de didmetro de 1,0-2,0 mm (AS;), a média geral foi de 19,18 cm?, com
margem de erro de £1,76 cm?, considerando um nivel de confianca de 95%. O tratamento
com a combinagio das cepas B119 + B2084 apresentou o maior valor médio (26,00 cm?),
diferindo estatisticamente dos tratamentos Controle Negativo (13,70 cm?), B2084 (16,56 cm?)
e B119 (17,44 cm?), que formaram um grupo estatistico inferior. A cepa Bac-Amy (22,18
cm?) apresentou desempenho intermedidrio, situando-se estatisticamente tanto no grupo dos
i1solados, quanto no grupo da combinag¢do, indicando que seu efeito intermediario em relagdo
aos demais isolados e a combinagdo B119 + B2084, que se destacou como o melhor
tratamento para essa classe de raizes.

Para raizes mais grossas (2,0-4,5 mm, AS3), a média geral foi de 18,15 cm?, com
margem de erro de £2,52 ¢cm?, considerando um nivel de confianga de 95%. O tratamento
B119+B2084 também teve média superior aos demais (30,82 cm?), seguido por B2084 (23,16
cm?) e controle (19,36 cm?), enquanto o tratamento apenas com a Bac-Amy apresentou o

menor valor (5,40 cm?), sendo estatisticamente inferior (p = 0,0001).
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Estudos com diferentes cepas de Bacillus amyloliquefaciens comprovam a capacidade
de promogao do crescimento vegetal em diferentes espécies de plantas, incluindo Arabidopsis
thaliana (RYU et al., 2003) e pepino (Cucumis sativus L.) (QIN et al., 2017).

Foram avaliadas também variaveis de Peso Seco Total (PST), Peso Seco da Parte

Aérea (PSPA) e Peso Seco da Parte Radicular (PSPR), medidos em gramas (Tabela 2).

TABELA 2: Médias das varidveis de peso total, peso de parte aérea e peso de parte radicular de plantas
de milho submetidas a diferentes tratamentos com cepas bacterianas, em cimara de crescimento.

Tratamento PST (g) PSPA (g) PSPR (g)
Controle 1,016 a 0,607 a 0,409 a
B119 1,032 a 0,606 a 0,426 a
B2084 0,963 a 0,598 a 0,365 a
Bac-Amy 1,069 a 0,696 a 0,373 a
B119 + B2084 1,406 b 0,984 b 0,422 a
CV (%) 6,29 10,20 12,10

Fonte: Acervo do autor. 2025. Legenda: letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Para a variavel de PST, a média geral foi de 1,097 g, com margem de erro de +0,045
g, considerando um nivel de confianca de 95%. O tratamento com a combina¢do das cepas
B119+B2084 promoveu aumento significativo em PST (1,406 g) em comparagdo ao controle
(1,016 g), representando um incremento de aproximadamente 38,4%, evidenciado pela
diferenca estatistica identificada pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A variavel PSPA obteve média geral de 0,698 g, com margem de erro de £0,047 g,
considerando um nivel de confianga de 95%. Observou-se um padrao semelhante ao da
variavel anterior, uma vez que, o tratamento B119+B2084 (0,984 g) apresentou média
superior ao controle (0,607 g), diferenciando-se estatisticamente dos demais tratamentos. J& o
tratamento com a cepa Bac-Amy, resultou em um leve aumento de PST (1,069 g) e PSPA
(0,696 g), embora sem diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle.

Ja para a varidvel PSPR, a média geral foi de 0,399 g, com margem de erro de +0,032
g, considerando um nivel de confianca de 95%. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para o peso seco da parte radicular, sugerindo que os
efeitos mais pronunciados das bactérias ocorreram sobre o crescimento da parte aérea.

No estudo conduzido por Lee ef al. (2025), o tratamento de raizes de alface (Lactuca
sativa) com a cepa B. amyloliquefaciens AB22-1 resultou em aumentos de 26% a 31% na
biomassa da parte aérea e de 18% a 20% na biomassa radicular, em comparagdo com o grupo

controle, evidenciando o potencial da cepa como biofertilizante.
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De maneira geral, observa-se que a cepa Bac-Amy apresentou desempenho positivo
nas varidveis morfoldgicas analisadas, com destaque para os incrementos no comprimento
total de raizes, no volume radicular e na area de superficie, especialmente nas classes de
raizes finas e médias.

Essas classes de raizes sdo altamente ativas na absor¢ao de agua e nutrientes, liberando
também exsudatos de carbono que estimulam microrganismos e a dindmica de nutrientes,
além de favorecer simbiose com microrganismos da rizosfera, impactando a saude do solo
(MCCORMACK et al., 2015).

A Bac-Amy teve desempenho similar ao da cepa B2084, uma das componentes do
bioinsumo BiomaPhos®, indicando o potencial de seus atributos funcionais promissores e

compardveis aos de materiais ja validados comercialmente.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A cepa Bac-Amy (Bacillus amyloliquefaciens) apresentou caracteristicas que a
qualificam como um bioinsumo promissor, com potencial para promover o crescimento
vegetal e tolerar estresses hidrico e salino. Os resultados demonstraram alta producao de AIA,
capacidade de fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo eficiente de fosforo inorganico em meio
liquido e produgdo de exopolissacarideos, além de tolerancia a estresses abidticos.

No teste com plantas de milho, a Bac-Amy promoveu ganhos em varidveis radiculares
importantes, apresentando desempenho semelhante ao de cepas ja utilizadas em bioinsumos
comerciais, o que reforga seu potencial agrondmico.

Diante disso, conclui-se que a Bac-Amy possui caracteristicas compativeis com o uso
como bioinsumo multifuncional. Como desdobramento, recomenda-se a realizagdo de testes
em condi¢gdes de campo, em diferentes tipos de solo e culturas, para validacdo da sua
eficiéncia, além de ensaios de compatibilidade com outras cepas de interesse agricola, o que
pode viabilizar formulagdes consorciadas.

Sugere-se também, a realizagdo de estudos de caracterizacdo molecular com foco na
identificacdo e mapeamento de genes relacionados a promogao de crescimento vegetal, o que
pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos de a¢do da cepa e otimizacdo, sendo
subsidio para futuras aplicagdes biotecnologicas e aprimoramentos em formulagdes

comerciais.
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