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RESUMO GERAL

Analise gendmica e interagdo Bacillus cereus com bananeira

O isolado bacteriano EB-40 tem sido utilizado de forma eficiente na promocdo do
crescimento de plantas com énfase na cultura da banana. A sua aplicagdo induz o
alongamento de plantas, aumenta o nimero de folhas e a producédo de cachos. Entretanto, para
a producdo de um bioinoculante comercial necessita-se de maiores informacdes sobre os
mecanismos de promocao do crescimento vegetal e colonizacdo das raizes de plantas. Para tal,
foram realizados dois estudos. No estudo 1, foi realizado o sequenciamento completo do
genoma do isolado EB-40 e a identificacdo de genes associados a promocao do crescimento
vegetal.O genoma completo foi sequenciado usando estratégia hibrida com a combinacdo de
short reads, sequenciadas usando o Illumina NextSeq 550, e long reads, sequenciadas usando
0 Pacbio RSII. A sequéncia do genoma montado foi comparada com as sequéncias dos
genomas de diferentes bactérias do género Bacillus disponiveis no banco de dados NCBI
Microbial Genomes. A similaridade gendmica também foi calculada usando a técnica dDDH
(digital DNA-to-DNA hybridization). Foi realizada também a caracterizacdo bioguimica
verificando-se a producdo de acido-3- indol acético, producdo de biofilmes e reducdo do
nitrato. O genoma circular completo foi sequenciado com um total de 5.374.645 pb, contetdo
de G+C 35,25% e 5.437 genes foram anotados, incluindo 5.288 CDS (Coding DNA
Sequences), 42 rRNA, 106 tRNA e 1 tmRNA . Também foram identificados e sequenciados
dois plasmideos completos. O plasmideo 1 com 215.918 pb, contetdo G+C 32,61% e 175
CDS. O plasmideo 2 com 7631 pb, contedtdo G+C 33,85% e 8 CDS. O sequenciamento
revelou o total de 5.288 sequéncias de DNA codificadoras (CDS). Foram atribuidas funcdes a
2.943 proteinas oriundas da anotacdo do genoma, as quais foram categorizadas nos grupos
funcionais do banco de dados COG. Para 329 proteinas foi atribuida funcdo desconhecida e
para 319previsdo de funcdo. Foram identificados genes associados & producao de acido indol-
3-acético, mineralizacdo de fosfato, producdo de compostos volateis e sideroforos. A partir
dos resultados alcangados com o sequenciamento completo do genoma do isolado EB-40, foi
possivel identificar alguns mecanismos diretos de promocdo do crescimento vegetal, a
exemplo da disponibilizacdo de nutrientes e a producao de fitormonios. Os dados obtidos no
presente trabalho permitiram o entendimento das bases genémicas e bioldgicas dos
mecanismos de promocdo do crescimento vegetal exibidos pelo isolado EB-40 (Bacillus
cereus). Além disso, a sequéncia de dados obtidos podera ser usada futuramente para
manipulacdo dos mecanismos de interacdo planta-microrganismo e producdo de
bioestimulantes. No estudo 2, avaliou-se a capacidade do isolado de produzir biofilmes, e
estruturas indispensaveis a colonizagdo das raizes. A colonizacdo bem sucedida das raizes é
fundamental para o estabelecimento do microrganismo no campo. Objetivou-se com o
trabalho documentar a producdo de biofilmes em B. cereus (EB-40) e a capacidade de
colonizacdo in vitro de raizes de mudas micropropagadas de bananeira “Prata Ana. Para a
identificacdo da producdo de biofilmes e sua caracterizacdo, foram coletadas amostras de
células bacterianas cultivadas em meio TSA e celulas bacterianas presentes nas raizes de
explantes de bananeira. Os explantes de bananeira foram cultivados em meio de cultura MS
solido e liquido. Foram obtidas imagens de microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura. Os biofilmes formados em meio TSA eram compostos por células bacterianas e
polimeros capazes de promover a coesao e integridade das células. B. cereus foi identificado
somente nas raizes cultivadas em meio liquido. A estirpe foi observada nas sec¢des inferiores
e posteriores da raiz junto a epiderme, aos apices e pelos radiculares, formando denso
aglomerado de células. A organizacdo de células bacterianas na raiz era mais coesa quando
comparado aquele construido em TSA. Os resultados obtidos possibilitaram a caracterizacao



do biofilme de Bacillus cereus e a verificacdo do seu padrdo de colonizacdo nas raizes.

Palavras-Chave: bactéria endofitica, colonizacdo, microscopia, sequenciamento



GENERAL ABSTRACT

Genomic analysis and interaction Bacillus cereus with banana

The bacterial isolate EB-40 has been used efficiently in the promotion of plant growth with
emphasis on the banana crop. Its application induces the elongation of plants, increases the
number of leaves and the production of bunches. However, for the production of a
commercial bioinoculant, more information is needed on the mechanisms for promoting plant
growth and colonization of plant roots. To this end, two studies were carried out. In study 1,
the complete genome sequencing of the EB-40 isolate and the identification of genes
associated with the promotion of plant growth were performed. The entire genome was
sequenced using a hybrid strategy with a combination of short reads, sequenced using the
Illumina NextSeq 550, and long reads, sequenced using the Pacbio RSII. The assembled
genome sequence was compared with the genome sequences of different bacteria of the genus
Bacillus available in the NCBI Microbial Genomes database. Genomic similarity was also
calculated using the dDDH (digital DNA-to-DNA hybridization) technique. Biochemical
characterization was also performed, verifying the production of 3-indoleacetic acid, biofilm
production and nitrate reduction. The complete circular genome was sequenced with a total of
5,374,645 bp, G+C content 35.25% and 5,437 genes were annotated, including 5,288 CDS
(Coding DNA Sequences), 42 rRNA, 106 tRNA and 1 tmRNA. Two complete plasmids were
also identified and sequenced. Plasmid 1 with 215,918 bp, G+C content 32.61% and 175
CDS.Plasmid 2 with 7631 bp, G+C content 33.85% and 8 CDS. Sequencing revealed a total
of 5,288 coding DNA sequences (CDS). Functions were assigned to 2,943 proteins derived
from genome annotation, which were categorized in the functional groups of the COG
database. Unknown function was assigned to 329 proteins and function prediction to 319.
Genes associated with the production of indole-3-acetic acid, phosphate mineralization,
production of volatile compounds and siderophores were identified. plant growth, such as the
availability of nutrients and the production of phytohormones. The data obtained in the
present work allowed the understanding of the genomic and biological basis of the
mechanisms of plant growth promotion exhibited by the EB-40 isolate (Bacillus cereus). In
addition, the sequence of data obtained can be used in the future to manipulate the
mechanisms of plant-microorganism interaction and production of biostimulants. In study 2,
the isolate's ability to produce biofilms, which are essential structures for root colonization,
was evaluated. Successful root colonization is critical for the establishment of the
microorganism in the field. The objective of this work was to document the production of
biofilms in B. cereus (EB-40) and the capacity of in vitro colonization of roots of
micropropagated seedlings of banana “Prata Anad”. For the identification of biofilm
production and its characterization, samples of bacterial cells cultivated in TSA medium and
bacterial cells present in the roots of banana explants were collected. Banana explants were
grown in solid and liquid MS culture medium. Light microscopy and scanning electron
microscopy images were obtained. The biofilms formed in TSA medium were composed of
bacterial cells and polymers capable of promoting cell cohesion and integrity. B. cereus was
identified only in roots grown in liquid medium. The strain was observed in the lower and
posterior sections of the root near the epidermis, apices and root hairs, forming a dense cluster
of cells. The organization of bacterial cells in the root was more cohesive when compared to
that built in TSA. The results obtained allowed the characterization of the Bacillus cereus
biofilm and the verification of its colonization pattern in the roots.

Keywords: endophytic bacteria, colonization, microscopy, sequencing



INTRODUCAO GERAL

A atividade agricola enfrentard muitos desafios nos proximos anos, dentre eles, a
necessidade de se aumentar a producdo e a produtividade das culturas para atender a demanda
mundial por alimentos (DOLEY; TERKAR; BORDE, 2020). As projec@es indicam que, até
2050, a populacdo global sera 50% maior do que a atual, e a demanda por grdos duplicara
(PRADHAN et al., 2015). Entretanto, com a crescente urbanizacdo, a area disponivel para
agricultura sera reduzida e, neste cenario, a produtividade dos cultivos devera ser otimizada
(ALEXANDER et al.,2017).

A revolucdo verde no inicio dos anos 70 moldou a forma de producéo agricola atual,
baseada na monocultura com intenso uso de maquinario, combustiveis fdsseis, agua,
pesticidas sintéticos e fertilizantes (MCKENZIE e WILLIAMS, 2015). Essa estratégia
triplicou a producdo de gréos, ocasionando reducdo dos precos dos alimentos e da matéria-
prima (PINGALI, 2012).Em contrapartida, o uso de fertilizantes nitrogenados aumentou em
500 %, e o de pesticidas, em 850% (LIU et al., 2015).0 uso continuo e indiscriminado de
produtos quimicos causou impactos negativos no meio ambiente, no solo, na saude humana e
animal (NAIK et al., 2019).

A pesquisa em todo 0 mundo esta direcionada a buscar meios alternativos de producao
ecologicamente corretos que permitam o bom desenvolvimento das plantas e controle das
principais pragas e doencas (RAMAKRISHNA, 2019). Nesse sentido, uma das alternativas
mais exploradas € o uso de associagcfes planta-microrganismos (NAQQASH et al., 2016).0s
microrganismos benéficos podem promover o crescimento das plantas através de efeitos
biofertilizantes (fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato e zinco,
biodisponibilizacdo de enxofre), bioestimulantes (producdo de fitormonios) e de biocontrole
(protecdo contra microrganismos fitopatogénicos) (HASSANIet al., 2018).

Os bioinoculantes podem ser definidos como produtos contendo microrganismos
conhecidos, isolados ou em consorcio, capazes de promover o crescimento vegetal. Sdo
adicionados diretamente no solo ou na semente (OWEN et al., 2015). As bactérias promotoras
de crescimento de plantas (ou BPCPs) pertencem a um grupo de microrganismos benéficos e
heterogéneos que podem ser encontrados na rizosfera, na superficie da raiz ou estar a ela
associados,sendo capazes de potencializar o crescimento das plantas e de protegé-las de
doencas e estresses abidticos. Algumas das bactérias pertencentes aos géneros Acetobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Pseudomonas e Serratiaforam

registradas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) (GLICK, 1995).
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Dentre as varias espécies de BPCPs, destacam-se as espécies do género Bacillus
(KANG et al., 2015).0 género Bacillus foi estabelecido em 1872 por Cohn, e abrange mais de
200 espécies descritas e subespécies pertencentes ao filo Firmicutes. Com base nas
caracteristicas morfoldgicas, as bactérias desse género sdo descritas como bastonetes, gram-
positivos, aerébios ou facultativamente anaerdbios e catalase-positivos (LUDWING;
SCHLEIFER; WHITMAN, 2009). Os bacilos estdo amplamente distribuidos na natureza,
ocupando diversos nichos, sendo utilizadas na preparacdo de produtos medicinais, industriais
e agricolas (RADHAKRISHNAN et al., 2017).

Bacillus spp. produzem uma variedade de compostos envolvidos no biocontrole de
patdgenos de plantas e na promocdo do crescimento vegetal, o que os torna candidatos
potenciais para a maioria das aplicacdes agricolas e biotecnolégicas (MILJAKOVIC et al.,
2020). S&o capazes de exibir atividade antagOnica pela excrecdo de metabolitos
extracelulares, como antibiéticos, hidrolases de parede celular e sidero6foros, e melhorar a
resposta da planta ao ataque do patégeno, desencadeando a resisténcia sistémica induzida
(ISR). Além de serem agentes de biocontrole, promovem o crescimento das plantas por meio
da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo ou aquisicdo de ferro e producdo de
fitorménios (KUAN et al., 2016).

Os efeitos benéficos do Bacillus spp. no crescimento e rendimento das plantas foram
demonstrados em varias culturas agricolas, incluindo trigo, milho, soja, girassol, feijao
comum, tomate, pimenta, batata, pepino, banana e muitos outros (ALOO et al., 2019).A
BPCP EB-40 (Bacillus cereus) linhagem GQ340516.1, foi isolada de tecidos internos de
raizes de bananeira (SOUZA et al., 2013), e €é positiva para 0 mecanismo de producdo de AIA
in vitro (ANDRADE et al., 2014). Essa bactéria apresentou efeitos benéficos na bananeira
quando foi inoculada em mudas cultivadas em casa de vegetacdo (SOUZA et al., 2017) e
quando aplicada no campo. A EB-40 também aumentou o nimero de folhas e a producdo de
cachos na bananeira (SILVA, 2020).

Considerando o seu grande potencial, estudos devem ser conduzidos para caracterizar
0S seus mecanismos de acéo e sua forma de colonizacdo a fim de desenvolver um inoculante
em escala comercial. Embora os mecanismos moleculares do reconhecimento, colonizagéo e
troca de nutrientes entre plantas e bactérias estejam bem descritos em rizobios, ainda estdo
longe de ser totalmente conhecidos em BPCPs (MEENA et al., 2017). Os avancgos recentes
em tecnologias de sequenciamento de DNA estdo viabilizando, pela reducdo de custo, 0
sequenciamento de genomas completos de microrganismos como as BPCPs, a caracterizacéo

do conteldo total de genes, estrutura do genoma e estudos in silico de fisiologia, ecologia e
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evolucdo (KHAN et al., 2017; MA et al., 2018).

Por meio do uso de ferramentas de bioinformatica, é possivel realizar a anotacdo do
genoma, a construcdo de vias metabolicas e analises comparativas do genoma para a
elucidacdo dos mecanismos de promoc¢édo de crescimento de plantas (BERENDSEN et al.,
2015).0s projetos de sequenciamento de bactérias capazes de promover o crescimento vegetal
possibilitam avancgos na compreensdo desses sistemas (DONOSO et al., 2017).

Outro aspecto a ser elucidado na compreensdo dos microrganismos engloba as etapas
da colonizacdo bactéria-planta. Para estabelecer a colonizacdo bacteriana ocorre a interacao
planta - microrganismo seja por ligacdo ndo especifica (fixacdo superficial) ou por uma
ancoragem firme. A aderéncia bacteriana (fixacdo) a raiz depende de uma série de fatores da
superficie celular, tais como pili, flagelos e polissacarideos extracelulares (EPS), seguido pela
formacéo de biofilme (BOGINO et al., 2013).

O biofilme ndo apenas fortalece a interacdo entre plantas e BPCPs ao formar poros e
redes que facilitam tanto o fluxo de nutrientes e oxigénio, quanto a comunicacao intercelular
(quérum sensing), mas também fornece ao sistema radicular da planta uma barreira protetora
contra o ataque de organismos patogénicos (DENG et al., 2015; VLAMAKIS et al., 2013).

Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo realizar a montagem do genoma

completo do isolado EB-40 e verificar se esse microrganismo € capaz de produzir biofilmes.
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RESUMO. Bactérias podem estabelecer associacdes ecol6gicas com muitos organismos,
como fungos, animais e plantas. Em bananeira ‘Prata Ana’ a estirpe bacteriana Bacillus sp.
(EB-40) foi caracterizada como um enddéfito capaz de colonizar os espacgos inter- e
intracelulares de raizes, fixar nitrogénio, solubilizar fosfato, sintetizar acido indol-3-acético in
vitro e promover incrementos no desenvolvimento de mudas micropropagadas de bananeira.
Embora tenha sido testado em diversos estudos, o isolado EB-40 ainda ndo teve seus
mecanismos de acdo elucidados a partir da perspectiva gendmica. Dessa forma, objetivou-se
neste trabalho, realizar o sequenciamento completo do genoma de Bacillus sp. (EB-40) para
classifica-lo em nivel de espécie e decifrar a base gendmica dos mecanismos de promocao do
crescimento vegetal. Para isso, os dados resultantes do sequenciamento em plataforma
Illumina NextSeq 550 de short readse em plataforma Pacbio RSII de long reads de cultura de
Bacillus sp. (numero de acesso GQ340516.1) foram analisados, pré-processados e montados,
levando em conta a estratégia hibrida e a abundancia e da proporcdo de contetdo GC. A
sequéncia do genoma montado foi comparada com as sequéncias dos genomas de diferentes
bactérias do género Bacillus disponiveis no banco de dados NCBI Microbial Genomes e a
similaridade genémica também foi calculada usando a técnica dDDH (digital DNA-to-DNA
hybridization). A caracterizacdo metabdlica e biogquimica do Bacillus sp. foi avaliada a partir
da producdo de acido 3-indol-acético (AlA), producdo de biofilmes in vitro e reducdo do
nitrato. Os resultados do sequenciamento completo do genoma de Bacillus sp. (EB-40)
permitiram identificar a espécie, com um valor de dDDH de 90%, como Bacillus cereus. Os
dados revelaram que a estirpe possui genes associados a producdo de fosfatases, auxinas,
compostos volateis e sideréforos. O isolado EB-40 (Bacillus sp.) foi identificado em nivel de
espécie como Bacillus cereus. Possui genoma circular com um tamanho 5,37 Mb e dois
plasmideos circulares.

Palavras-chave: endofiticos, Pacbio, Illumina, bioestimulante, rizobactéria
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1.1 INTRODUCAO

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) pertencem a um grupo de
microrganismos benéficos e heterogéneos que podem ser encontrados na rizosfera, na
superficie da raiz ou a ela associada, e sdo capazes de potencializar o crescimento das plantas
e protegé-las de doencas e estresses abioticos (Glick, 2012). Aumentam a produtividade das
plantas por meio de diversos mecanismos como a promoc¢do do crescimento, fixagdo de
nitrogénio, uso eficiente de nutrientes pela planta, modulacdo hormonal e inibicdo do
crescimento de microrganismos fitopatogénicos (Timmusket al., 2017; Gouda et al., 2018).
Dentre as varias BPCPs, destacam-se algumas espécies do género Bacillus (Kanget al., 2015).
Elas tém sido consideradas boas opcdes para a formulacdo de produtos comerciais por sua
resisténcia a condicdes de estresse devido a formacdo de esporos, amplo espectro de
metabdlitos, rapido crescimento em meio liquido e capacidade de colonizar superficies de
plantas (Alooet al., 2018).

A estirpe bacteriana Bacillus sp. (EB-40) foi isolada por Souza et al. (2013) de raizes da
bananeira e estudada ao longo de uma década. A estirpe foi capaz de colonizar 0s espacos
inter e intracelulares de raizes de banana (Rocha et al., 2019), fixar nitrogénio, solubilizar
fosfato (Souza et al., 2017) e promover incrementos no comprimento, diametro do
pseudocaule, massa fresca e massa seca nas mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata Ana’
durante o periodo de aclimatacdo (Souza et al.,, 2016). Alem disso, quando usada em
combinacdo com outras bactérias, aumentou em 174% 0 peso seco da raiz e proporcionou
maior acimulo de macroelementos na parte aérea de mudas de bananeira micropropagadas no
periodo de aclimatacdo (Souza et al., 2017). Essas habilidades tornam esse isolado um forte
candidato para a formulacdo de bioinsumos e desta maneira, no ano de 2020 foi depositado na
Universidade Federal de Minas Gerais Know-How com objetivo de protecdo de formulacao
desenvolvida pelos pesquisadores a partir do isolado EB-40.

Embora tenha sido testado em diversos estudos, o isolado EB-40 ainda ndo teve seus
mecanismos de acdo elucidados a partir da perspectiva genémica. Os estudos de genomas sao
importantes para estabelecer a segurancga e a eficiéncia do microrganismo na microbiologia
industrial (Sulthana et al., 2019) e investigar a genética de cepas usadas na fermentacdo de
meios liquidos e sua relagdo com a produtividade de metabolitos (Deng et al. 2019; Kamada
etal., 2015).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo realizar o sequenciamento completo do

genoma de Bacillussp. (EB-40) para classifica-lo em nivel de espécie e decifrar a base
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gendmica dos mecanismos de promocao do crescimento vegetal.
1.2 MATERIAIS E METODO

Microrganismo e condicdes de cultivo

A bactéria foi isolada de raizes de bananeira (Musa spp.) e vém sendo mantida em agua
mineral a temperatura ambiente na colecdo de bactérias endofiticas da Universidade Estadual
de Montes Claros, Brasil. O microrganismo foi identificado pela analise do sequenciamento
do gene 16s rRNA como Bacillus sp. (nimero de acesso GQ340516.1) e caracterizado como

uma bactéria gram-positiva (Souza et al., 2013).

Extracdo do DNA gendmico

Para a extracdo do material gendmico foram utilizadas células obtidas a partir do cultivo do
microrganismo em meio de cultura Luria-Bertani (LB) 2% Sigma, com agitacdo em 200 rpm,
sendo o tempo de cultivo de 16 horas. Apds o cultivo, foi realizada a extracdo do material
genético com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). O DNA foi
ressuspendido em 50 pL em Tampao Tris HCI, pH 8 e armazenado a 4°C.

O DNA gendmico da amostra foi quantificado utilizando o NanoDropOne (Thermo Fisher
Scientific) e o fluorébmetroQubit 4 com o kit DNA High Sensitivity (Thermo Fisher), e

armazenado a 4°C, até o momento da construcdo da biblioteca.

Sequenciamento e montagem do genoma de Bacilluscereus

O genoma completo de Bacillus sp. foi sequenciado usando estratégia hibrida com a
combinagdo de short reads sequenciadas usando o Illumina NextSeq 550 e long reads
sequenciadas usando o Pachio RSII. A qualidade do sequenciamento das short reads foi
avaliada usando os relatérios descritivos gerados pelo FASTAQC versio 0.1.16
(https://github.com/s-andrews/FastQC). A short reads foram processadas para remover as
sequéncias dos adaptadores usando a configuragdo auto-detection do Trim Galore versdo
0.0.6 (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore). Em seguida, as shortreads foram
trimadas e filtradas usando o Trimmomatic versdo 0.39 (Bolger et al., 2014). As longreads
foram filtradas pelo tamanho usando o SeqKit versdo 0.13.0 (Shen et al. 2016), selecionando
as sequéncias maiores que 1.000 nt. O genoma do Bacillus sp. foi montado usando estratégia

hibrida e selecionando as configurac6es padrdo do Unicycler versdo 0.4.8 (Wick et al., 2017).

Anotacédo do genoma

19



A predicdo de genes foi executada usando o software Prokka versdo 1.14.6 (Seemann, 2014)
(parametros: compliant; kingdom: Bacteria; gcode: 11; evalue: 1e-10). Os genes preditos
foram funcionalmente anotados por meio de pesquisas de similaridade usando as ferramentas
do software BLAST versdo 2.10.1 (Altschulet al., 1990), selecionando como significativos os
alinhamentos que apresentaram valores E-value < 1¢e1°.

As sequéncias das proteinas codificadas pelas Coding DNA Sequences (CDS) preditas foram
selecionadas e comparadas com as sequéncias das proteinas anotadas nos genomas das
espécies do género Bacillus (taxonomy ID 1386) disponiveis no banco de dados
UniProtKnowledgebase (UniProtKb) (https://www.uniprot.org) usando a ferramenta
BLASTp. As sequéncias das proteinas também foram comparadas com os perfis do banco de
dados Clusters of Orthologous Groupsof Proteins (COGs) (Tatusovet al., 2000) e
funcionalmente classificadas usando a ferramenta Reverse Position-Specific BLAST (RPS-
BLAST). A  ferramenta @ KEGG  Automatic  Annotation  Server (KAAS)
(https://www.genome.jp/kegg/kaas) (Moriya et al., 2017) foi usada para atribuir grupos KO as
proteinas anotadas, selecionando o método BBH (bi-directionbest hit) e os genomas de
referéncia de Bacillus cereus, e a ferramenta KEGG Mapper
(https://www.genome.jp/kegg/mapper) foi usada para identificar as vias metabolicas

associadas as proteinas anotadas.

Similaridade gendmica

A sequéncia do genoma montado foi comparada com as sequéncias dos genomas de diferentes
bactérias do género Bacillus disponiveis no banco de dados NCBI Microbial Genomes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/microbes). A similaridade genémica também foi
calculada usando a técnica dDDH (digital DNA-to-DNA hybridization) (https://ggdc.dsmz.de)
(Auch etal., 2010).

1.3 RESULTADOS

O sequenciamento do gene 16S rRNA realizado por Souza et al. (2013) para definir a
taxonomia da cepa, demonstrou que o isolado EB-40 pertence ao género Bacillus com
identidade de 97%. O sequenciamento completo do genoma de Bacillus sp. permitiu que a
espécie fosse identificada como Bacillus cereus. O genoma circular completo foi sequenciado
com o total de 5.374.645 pb, contetdo de G+C 35,25% e 5.437 genes foram anotados,
incluindo 5.288 CDS (Coding DNA Sequences), 42 rRNA, 106 tRNA e 1 tmRNA (Figura 1).
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Também foram identificados e sequenciados dois plasmideos completos. O plasmideo 1 com
215.918 pb, conteudo G+C 32,61% e 175 CDS (Figura 2). O plasmideo 2 com 7631 pb,
contetido G+C 33,85% e 8 CDS (Figura 3).
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Figura 1.Visualizacdo do genoma circular de B. cereus. Estdo representadas no circulo, de fora para
dentro, a posicdo dos genes na seguinte sequéncia:em azul genes codificadores de proteinas (CDS),
genes de tRNA e rRNA padr@es positivos (circulo 1) e padrdes negativos (circulo 2), Circulo 3 (verde

e roxo) e circulo 4 (preto) mostram o contetido de GC.
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Figura 2.Visualizacdo do plasmideo circular 1.Estdo representadas no circulo de fora para dentro a
posicdo dos genes na seguinte sequéncia: em azul genes codificadores de proteinas (CDS), em verde

conteudo de guanina e citosina, em verde conteudo de guanina e citosina e em preto guanina e
citosina.
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Figura 3. Visualizacdo do plasmideo circular 2.

A sequéncia do genoma de B. cereus foi comparada com outras sequéncias gendmicas de
referéncia de isolados do género Bacillus, calculando os valores de hibridizacdo de DNA-
DNA digital (dDDH). O isolado EB-40 apresentou um valor de dDDH de 90% com o isolado
Bacillus cereus ATCC 14579 apresentado diferenca de 0,04% no contetdo de G+C (Tabela
2).

Anotacéo funcional do genoma do isolado de Bacillus cereus

O sequenciamento revelou o total de 5.288 sequéncias de DNA codificadoras (CDS). Foram
atribuidas funcbes a 2.943 proteinas oriundas da anotacdo do genoma, as quais foram
categorizados nos grupos funcionais do banco de dados COG. Para 329 proteinas, foi

atribuida “funcdo desconhecida” e para 319, “previsdo de funcdo” (Figura 4).
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Tabela 1. Estatisticas descritivas da montagem e da predicdo de genes do genoma do isolado de Bacillus cereus.

ID Forma Tamanho (nt) Cogiegdo Cobertura Reads mapeadas Tg;?]L(Sje CDS rRNA tRNA tmRNA
Genoma circular 5374645 0,3525 1144,76 41577435 5437 5288 42 106 1
Plasmideo 1 circular 215918 0,3261 830,15 1101690 175 175 0 0 0
Plasmideo 2 circular 7631 0,3385 12183,57 639862 8 8 0 0 0

nt; nucleotideos

Tabela 2. Classificacdo taxondmica do genoma sequenciado usando digital DNA-DNA hybridization (dDDH).

Diferenca de

Microrganismos relacionados dD.D H C.'I' dD.D H C.'I' quh C.'I' Contetdo
(d0,in%) (dO0,in%) (d4,in%) (d4,in%) (d6,in %) (d6, in %) G+C (in %)

Bacillus cereus ATCC 14579 88,3 [84,8 -91,0] 82,5 [79,6 - 85,0] 90,1 [87,4-92,3] 0,04
Bacillusthuringiensis ATCC 10792 74,3 [70,4 -78,0] 70,9 [67,9-73,7] 76,3 [72,9-79,5] 0,43
Bacillustropicus N24 74,5 [70,5-78,1] 45,6 [43,0 -48,1] 69,4 [66,0 - 72,7] 0,05
Bacillusfungorum 17-SMS-01 58,5 [54,9 - 62,0] 45,4 [42,9 - 48,0] 56,3 [53,2 - 59,5] 0,28
Bacillustoyonensis NCIMB 14858 73,9 [69,9 - 77,5] 45,3 [42,7 - 47,8] 68,8 [65,4 - 72,1] 0,31
Bacillusparanthracis MCCC 1A00395 69 [65,1-72,7] 45,1 [42,6 -47,7] 64,9 [61,5 - 68,1] 0,06
Bacilluspacificus MCCC 1A06182 68 [64,1-71,7] 44,7 [42,1-47.2] 63,9 [60,6 -67,1] 0,04
Bacilluswiedmannii FSL W8-0169 74,1 [70,1-77,7] 44 [41,5 - 46,6] 68,5 [65,1-71,7] 0,06
Bacillusalbus N35-10-2 70,2 [66,3 -73,9] 44 [41,5 - 46,6] 65,4 [62,1-68,7] 0,31
Bacillusluti MCCC 1A00359 69,3 [65,4-72,9] 43,6 [41,0 - 46,1] 64,5 [61,1-67,7] 0,20
Bacillusmobilis MCCC 1A05942 64,6 [60,8 - 68,2] 43,2 [40,7 - 45,8] 60,6 [57,4 - 63,8] 0,03
Bacillusproteolyticus MCCC 1A00365 59,4 [55,8 - 62,9] 39,5 [37,0-42,1] 55,1 [52,0 - 58,2] 0,10
Bacillusparamycoides NH24A2 56,8 [53,2 - 60,3] 37,2 [34,8 - 39,8] 52,2 [49,1 - 55,3] 0,05

G: guanina, C: citosina.
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Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism (38) = General function prediction only (319)

Figura 4.Gréfico da classificacdo das proteinas anotadas no genoma do isolado de Bacilluscereus nos

grupos funcionais do banco de dados COG.

As categorias COGforam definidas da seguinte forma: estrutura e dinamica da cromatina (1
proteina), producdo e conversao de energia (167 proteinas ), controle do ciclo celular, divisdo
celular, particdo cromossdmica (34 proteinas), transporte e metabolismo de aminoécidos (315
proteinas), transporte e metabolismo de nucleotideos (112 proteinas), transporte e
metabolismo de carboidratos (143 proteinas), transporte e metabolismo de coenzimas (124
proteinas), transporte e metabolismo de lipideos (103 proteinas), transcrigdo (215 proteinas),
replicacdo, recombinacdo e reparo (123 proteinas), biogénese de parede
celular/membrana/envelope (186 proteinas), motilidade celular (46 proteinas), modificacdo
pos-traducdo, renovacgdo de proteinas e chaperonas (81 proteinas), transporte e metabolismo
de ions inorganicos (185 proteinas), biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos
secundarios (38 proteinas),mecanismos de transducdo de sinal(148 proteinas), trafego
intracelular, secrecdo e transporte vesicular (18 proteinas) e mecanismo de defesa (88
proteinas).

Foram mapeadas 111 vias metabolicas nos mapas de referéncia do KEGG e incluidas, varias

vias de metabolismo (como alanina, aspartato e glutamina, frutose, manose, galactose,
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glutationa, metano, nitrogénio, piruvato, triptofano ou amido e sacarose), ciclo de TCA,
biossintese de &cidos graxos, vias de degradacdo de compostos nocivos (clorociclohexano,
clorobenzeno, benzoato, nitrotolueno). Em geral, e conforme descrito anteriormente, as vias
metabolicas identificadas mostraram que a maioria dos genes codificadores de proteinas estdo
envolvidos no transporte e metabolismo de aminoacidos, transcricdo, biogénese de parede
celular/membrana/ envelope, transporte e metabolismo de ions inorganicos e traducdo,

estrutura ribossomal e biogénese

Identificacdo de genes e rotas metabdlicas associadas a promocao de crescimento vegetal
No presente trabalho, o genoma de B. cereus também foi analisado para identificar genes e
rotas referentes ao metabolismo de fdsforo, &cido indol-3-acético, compostos volateis(COVS)
e producdo de sideroforos.

A rota referente ao metabolismo central do carbono também foi construida a fim de
determinar os acidos organicos que contribuem para solubilizacdo do fosfato inorgéanico
(Figura 5). Embora algumas espécies de Bacillus apresentem glicélise completa, o ciclo do
citrato (ciclo do TCA) e a via da pentose fosfato (Jia et al., 2016), o mesmo néo foi observado
no presente trabalho. B. cereus possui enzimas envolvidas na mineralizacdo do fosfato de
mio-inositol (fitato).

Nesse trabalho foram identificadas as seguintes fosfatases de inositol: | mio-inositol-1,4-
monofosfatase,  fosfolipase = C,  1-fosfatidilinositol  fosfodiesterase, = malonato-
semialdeidodesidrogenase e cilo-inositol 2-desidrogenase (NADP*) capazes de catabolizar o
fitato em formas assimilaveis pelas plantas (Figura 5).

Genes e rotas metabdlicas relacionados a produgdo de AIA também foram verificados
(Figura 6). Dentre os genes que codificam para o metabolismo do triptofano foram
identificados no isolado B. cereus: trp A (tryptophansynthase alpha chain), trp B
(tryptophansynthase beta chain), trp C (indole-3-glycerol phosphatesynthase), trp D
(anthranilatephosphoribosyltransferase?), trp E (anthranilatesynthasecomponent 1) trp F e
trp G (anthranilatesynthasecomponent 2). Embora a via independente do triptofano também
pareca ocorrer em bactérias, nenhuma enzima especifica nesta via foi caracterizada neste
isolado (Figura 6).

Na construcdo da rota metabolica do triptofano foi observado que estdo presentes enzimas
relacionadas a via IAM como a amidase (3.1.5.4) e as vias TAM e TSO como a aldeido
desidrogenase (1.2.1.3) (Figura 6).
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Foram identificados genes associados a producdo dos COVs acetoina e 2,3 butanodiol
associados a promocao do crescimento da raiz e inducgdo de resisténcia sistémica (Tabela 3) e
0s genes asbABCDEF que codificam para a biossintese da petrobactina (Tabela 4).

Tabela 3. Genes previstos no cromossomo de Bacillus cereus associados a producdo de

compostos volateis.

Genes associados a producdo de compostos volateis

Locus Anotacao
Bc_00899 Acetolactatesynthase
Bc 01398 Acetolactatesynthaselargesubunit
Bc 01399 Acetolactatesynthasesmallsubunit
Bc_01848 Acetolactatesynthaselargesubunit
Bc_00899 Acetolactatesynthase
Bc_00900 Alpha-acetolactatedecarboxylase

(R,R)-butanedioldehydrogenase / meso-

Bc_00679 butanedioldehydrogenase / diacetylreductase

Tabela 4. Proteinas do previstas a partir do genoma central do isolado de Bacillus cereus
atribuidas a grupos KO (KEGG Orthology) usando o KEGG AutomaticAnnotation Server

(KAAS) associadas a producdo de sideroforos.

Biossintese de petrobactina

Locus KEGG Orthology (KO) Gene
Bc_01980 K24108 asbA
Bc 01981 K24109 ashB
Bc 01982 K24110 ashC
Bc_01983 K24112 asbE
Bc 01984 K15652 asbF

1.4 DISCUSSAO

No presente estudo, foram empregadas estratégias para elucidar alguns mecanismos presentes
em Bacillus sp. A cepa ja havia sido caracterizada como promotora de crescimento em banana
(Souza et al., 2016; Souza et al., 2017), e, recentemente, foi demonstrada a sua capacidade de
colonizar a regido superficial e os espagos intracelulares de raizes de bananeira, sendo
visualizada junto a parede e a membrana celular (Rocha et al., 2019).

O sequenciamento completo do genoma realizado no presente trabalho permitiu classificar a
cepa em nivel de espécie como B. cereus.

A espécie estd dentro do grupo B. cereus que é composto por bactérias gram-positivas, em
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forma de bastonete, formadoras de esporos aerdbicas ou facultativamente anaerdbias que
estdo amplamente distribuidas em ambientes naturais (Zhenget al., 2018). Diversos trabalhos
tém evidenciado o papel de diversas especies de Bacilluscereus como bacterias promotoras do
crescimento de plantas (Niuet al., 2011; Zheng et al., 2018; Sebastian 2010).

O sequenciamento completo do genoma de B. cereus e a sua anotagdo permitiram estabelecer
a posicdo taxondmica da cepa e verificar de forma detalhada a base molecular dos
mecanismos envolvidos na promogdo do crescimento vegetal. O namero de genes de rRNA
foi 42. Segundo Klappenbachet al. (2000) bactérias que possuem mais cOpias de operon de
rRNA podem lidar melhor com a flutuacdo de nutrientes do que as bactérias com menos
copias, que tendem a viver em ambientes onde 0s nutrientes sdo escassos.

A predicdo e a classificacdo das proteinas em grupos COG permitiu a identificacdo de 20
categorias de proteinas funcionais. As categorias mais abundantes estdo relacionadas ao
transporte e metabolismo de aminoAcidos, transcricdo, biogénese de parede
celular/membrana/envelope, transporte e metabolismo de ions inorganicos e traducéo,
estrutura ribossomal e biogénese. Segundo De Souza et al. (2019), as proteinas relacionadas
ao metabolismo de aminoacidos sdo recorrentes entre grupos ortologos de colonizadores de
raizes.

Espécies endofiticas, a exemplo do isolado estudado, frequentemente exibem efeitos
benéficos no crescimento e desenvolvimento da planta hospedeira e/ou resiliéncia ao
estresse. Genes comumente associados aos efeitos benéficos das BPCPs na produtividade da
planta codificam para proteinas envolvidas na aquisi¢do de nutrientes, incluindo solubilizagdo
e mineralizacdo de fosfatos, fixacdo e metabolismo de nitrogénio, bem como a producéo de
fitormdnios, a emissdo de organicos volateis e compostos inorganicos e proteinas envolvidas
em caracteristicas de colonizacdo de raizes (Liu et al, 2017).

Em relacdo a solubilizacdo de fosfato, nenhum gene pqq foi previsto para esta cepa
bacteriana, o0 mesmo foi observado por Pinto et al. (2018) ao trabalhar com Bacillus
amyloliquefaciens subsp. Plantarum isolado da cultura da videira. Muitos microrganismos do
solo séo capazes de solubilizar/mineralizar fosfato de baixa solubilidade do solo para liberar
P-solavel e tornd-lo disponivel para as plantas. Esses microrganismos melhoram o
crescimento e o rendimento de varias culturas (Alori, et al., 2017). Foram previstas no
presente trabalho fosfatases relacionadas ao metabolismo do fitato. Esses dados demonstram
que a cepa pode ser eficiente na mineralizacdo do fosfato organico. O fitato é uma das
principais formas de fésforo organico do solo, constituindo até 50% de todo o P organico no

solo, embora o fosfato de inositol possa ser visto como uma fonte rica de fésforo no solo, as
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plantas sdo amplamente incapazes de utiliza-lo da rizosfera devido a baixa atividade de fitato-
hidrolise (fitase) nas raizes das plantas (Richardson et al., 2001).

Segundo Idriset al. (2002), os microrganismos do solo que colonizam a rizosfera da planta e
produzem fitase extracelular, como Bacillus e Enterobacterssp., poderiam atuar como
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), disponibilizando fosfato de fitato
para a planta. Kumarat al. (2013)demonstraram que bactérias produtoras de fitase
pertencentes aos géneros Tetrathiobacter e Bacillus promoveram o crescimento da mostarda
indiana e aumentaram significativamente o teor de fosforo das plantas. A elucidacdo desse
mecanismo sustenta os resultados obtidos in vitro e in vivo obtidos por Andrade et al. (2014)
que demonstrou a solubilizacdo de fosfato in vitro e Souza et al. (2017) que demonstrou nos
seus experimentos em casa de vegetacdo o crescimento de mudas de banana inoculadas com
esse isolado no periodo de aclimatacéo.

A estirpe exibe producdo de auxina em meio com e sem adi¢do de triptofano. Ha poucas
informacdes referentes a via de producdo de auxina independente do triptofano em bactérias
(Luziatelli, 2020). Considerando as vias dependentes de triptofano B. cereus ndo possui a
enzima IPDC que é codificada por ipdC. Esta via € a mais comum em bactérias produtoras de
acido-3-indolacético (Garcia et al., 2019).

Os microrganismos endofiticos podem sintetizar AIA usando diferentes rotas que sdo
classificadas com base nos intermediarios distintos envolvidos na biossintese de AIA
dependente de triptofano, cinco caminhos diferentes foram caracterizados em bactérias: o
indol-3-acetamida (IAM), acido indol-3-piravico (IPA), indol-3-acetonitrila (IAN), triptamina
(TAM) e vias da oxidase de cadeia lateral do triptofano (TSO) (Duca et al., 2014; Carrefio-
Lopez et al., 2000). No presente trabalho, foram observadas enzimas associadas a via TAM,
IAM e TSO. Embora algumas vias ocorram de forma incompleta os genomas de Firmicutes
tém os sistemas sintéticos IAA dependentes de Trp mais simples e uma infinidade de
bacterias poderia sintetizar |AA por meio de vérias vias incompletas (Zhang et al., 2019).

A acetoina e o 2,3-butanodiol, s@o dois COVs produzidos por bactérias promotoras do
crescimento de plantas, sdo sintetizados pela condensacdo de duas moléculas de piruvato em
acetolactato. O acetolactato é produzido pela enzima acetolactatosintase, que € descarboxilado
em acetoina pela enzima acetolactato descarboxilase e, finalmente, o 2,3-butanodiol € obtido a
partir da reducdo da acetoina pela enzima acetoinaredutase (Gerhardtet al., 2009). O isolado
EB-40 apresenta todos os genes descritos por Suarez et al. (2019) necessarios para producao
de acetoina e 2,3- butanodiol. Os compostos volateis tém o potencial de controlar patégenos

de plantas, estimular o crescimento das plantas e induzir resisténcia sistémica a doencas
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(Ryuet al.,2003).

Os sideroforos sdo sintetizados principalmente por peptideos sintetases ndo ribossémicos, que
sdo codificados por agrupamentos de genes. O agrupamento para a sintese de petrobactina é
composto por asbABCDEF em B. cereus, o isolado EB-40 apresenta esse agrupamento.

As informacdes obtidas com a andlise do genoma permitiram definir alguns mecanismos de
acdo que explicam parte dos resultados obtidos in vitro e in vivo e relatados em trabalhos
anteriores (Souza et al., 2016; Souza et al., 2017), demonstrando que B. cereuspossui genes
relacionados a mobilizacdo de fosfato organico e a producdo de auxinas. Além disso, a
compreensdo desses mecanismos fornece subsidios para que futuramente essa bactéria possa

ser usada na produc¢do de um novo bioestimulante livre de células.

Perspectivas futuras

A partir dos resultados alcancados com o sequenciamento completo do genoma do isolado
EB-40, foi possivel identificar alguns mecanismos diretos de promocdo do crescimento
vegetal como a disponibilizacdo de nutrientes e a producédo de fitormonios.

O sequenciamento e a anotagdo do genoma S30 0S primeiros passos para a compreensao
completa da base mecanistica e genética das atividades microbianas que influenciam
diretamente as respostas genéticas e fisioldgicas benéficas das plantas. Em estudos futuros
poderdo ser desvendados outros mecanismos quimicos e genéticos induzidos pelo isolado EB-
40.

Esses mecanismos poderdo ser “mimetizados” pela aplicacdo de produtos bacterianos
biofabricados ou modificando a genética da planta para obter os mesmos resultados de forma
heteréloga. Além disso, poderdo ser conduzidos estudos transcriptdmicos a fim de elucidar

como os estimulos ambientais influenciam essa bactéria.

1.5 CONCLUSAO

O isolado EB-40 (Bacillussp.) foi identificado a nivel de espécie como Bacillus cereus. Possui
genoma circular com um tamanho 5,37 Mb e dois plasmideos circulares. A estirpe possui
genes associados a assimilacdo de amonio, reducdo do nitrato, producdo de fosfatases e
producdo de auxinas. O isolado é capaz de reduzir nitrato, produzir auxinas e biofilmes in

vitro.
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RESUMO.O isolado EB-40 (Bacillus cereus) promove o crescimento de mudas de bananeira
no periodo de aclimatacdo, acimulo de nutrientes e producdo de fitormonios. Entretanto,
informagbes sobre o processo de colonizacdo da raiz e formagdo de biofilmes podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas para a producdo de
bioinsumos de aplicacdo agricola. As informacBes sobre a extensdo e as regifes da
colonizacéo tecidual assumem importancia na elucidacdo dos papéis desse microrganismo em
seus hospedeiros. Objetivou-se com o presente trabalho documentar a producdo de biofilmes
em B. cereus (EB-40) e a capacidade de colonizacdo in vitro de raizes de mudas
micropropagadas de bananeira “Prata Ana”. Para a identificagdo da producéo de biofilmes e
sua caracterizacdo foram coletadas amostras de células bacterianas cultivadas em meio TSA e
nas raizes de explantes de bananeira na fase de enraizamento cultivados em meio de cultura
MS solido e liquido. Foram obtidas imagens de microscopia de luz e microscopia eletronica
de varredura. Realizou-se também a identificacdo de genes associados a producdo de
exopolissacarideos (EPSs).Foi observada a formagdo de biofilmes em meio TSA. B. cereus
foi identificado somente nas raizes cultivadas em meio liquido. A estirpe foi observada nas
seccOes inferiores e posteriores da raiz junto a epiderme, apices da raiz e pelos radiculares. O
isolado EB-40 (Bacillus cereus) forma biofilmes em meio TSA, coloniza e produz biofilmes
em raizes de explantes de bananeira ‘Prata And’ em fase de enraizamento em meio MS

liquido

Palavras-chave:endofiticos; MEV;exopolissacarideos, Musa spp.
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2.1 INTRODUCAO

A aplicacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) no campo tem sido
dificultada pelas lacunas no conhecimento dos mecanismos que melhoram o crescimento, a
salde e a produtividade das plantas. Essas lacunas incluem a capacidade das BPCPs de
colonizar a rizosfera das plantas e a habilidade das cepas bacterianas de se desenvolverem em
diferentes condi¢des ambientais (Santoyo et al., 2021).

Alguns mecanismos exibidos para colonizar a rizosfera incluem o reconhecimento de sinais
quimicos e nutrientes de exsudatos radiculares, atividades antioxidantes, producdo de
biofilme, motilidade bacteriana, bem como evaséo e supressdo eficientes do sistema de
defesada planta (Backer et al., 2018). Dentre esses mecanismos, 0s biofilmes tém sido
estudados por diversos autores (Beauregardet al., 2013; Ansari et al., 2018; Haque et al.,
2020).

O biofilme é definido como a estrutura organizada formada por uma comunidade bacteriana
que estd contida em matriz composta de exopolissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e
lipideos, na qual as celulas se comunicam (Gao et al., 2015).

A formacéo do biofilme por microrganismos associados as plantas tem papel importante no
estabelecimento do inoculante aplicado ao solo ou na colonizacdo de raizes
(Velmourouganeet al., 2017). Rizobactérias eficientes na formacdo dos biofilmes devem ser
capazes de: fixar-se a superficie da raiz; sobreviver na rizosfera; fazer uso de nutrientes
exsudados pela raiz da planta; proliferar e formar microcoldnias; colonizar de forma eficiente
o0 sistema radicular e competir com os microrganismos autdctones (Bloemberg e Lugtenberg,
2004).

Os beneficios propiciados pela formacao dos biofilmes na planta incluem antagonismo de
fitopatdgenos por exclusdo de nicho ocasionada pela competicdo por espaco e nutrientes,
comunicagdo microbiana para cooperagédo/interferéncia, producdo de antibioticos pelas células
dos biofilmes, efeitos na fisiologia das plantas como inducdo das respostas de defesa e
promocéo do crescimento vegetal (Santoyo et al., 2021).

Como os biofilmes microbianos sdo predominantemente compostos de polissacarideos, existe
a possibilidade de aplica-los visando a melhoria das propriedades fisicas do solo, como
agregacao, reducdo da densidade aparente, aumento da retencdo de A&gua e nutrientes
aplicados na rizosfera das culturas. Também tem sido proposta a aplicacdo de polissacarideos
microbianos obtidos de biofilmes (preparacdes brutas ou purificadas) via foliar ou por

fertiirrigacdo para proteger as plantas de estresses bidticos e abioticos (Galelli et al., 2015).
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O género bacteriano Bacillus compreende importantes estirpes associadas a plantas utilizadas
para o controle de doencas e para a promog¢do do crescimento vegetal (Ongena e Jacques,
2008). Algumas espécies ja tém sido descritas como formadoras de biofilmes em meléo
(Zeriouhet al., 2014), tabaco (Wu et al., 2015), arroz (Zhou et al., 2016), dentre outras.

O isolado EB-40 (Bacilluscereus) promove o crescimento de mudas de bananeira no periodo
de aclimatacédo (Souza et al., 2016), o0 acimulo de nutrientes (Souza et al., 2016) e a producéo
de fitormonios (Andrade et a., 2014). Entretanto, informacGes sobre o processo de
colonizacdo da raiz e a formacdo de biofilmes sdo necessarias para o desenvolvimento de
estratégias biotecnoldgicas para a producdo de produtos bioldgicos de aplicacdo agricola. As
informacBes sobre a extensdo e as regifes da colonizagdo tecidual assumem importancia na
elucidacdo dos papéis desse organismo em seus hospedeiros (Gyaneshwaret al., 2001,
Thomas et al., 2014; Rocha et al., 2019).

Nesse sentido, estudos que atestem a capacidade desse microrganismo de formar biofilmes
sdo importantes considerando a relevancia dessas estruturas na colonizacao e na formulacao
de biofertilizantes. Considerando os relevantes aspectos descritos acima, objetivou-se com o
presente trabalho documentar a producéo de biofilmes em B. cereus (EB-40) e a capacidade

de colonizag&o in vitro de raizes de mudas micropropagadas de bananeira.

2.2 MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do isolado bacteriano

Os ensaios foram realizados com o isolado bacteriano EB-40 (B. cereus), nimero de acesso
no GenbankGQ340516.1, obtido da colecdo de bactérias endofiticas do Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual de Montes Claros. A bactéria foi isolada por Souza et

al. (2013) dos tecidos internos de raizes de bananeira.

Avaliacdo da producdo de biofilmes em raizes de explantes de bananeira na fase de
enraizamento in vitro

Para a realiza¢do do ensaio, foram utilizados explantes de bananeira ‘“Prata Ana” em fase de
alongamento e enraizamento in vitro, cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
acrescido de 0,1 mg L de ANA (4cido naftalenoacético). O isolado bacteriano B. cereus foi
cultivado previamente em placa de Petri contendo 30 mL de meio TSA, durante 24 horas.
Apos este periodo, adicionou-se 5,0 mL de solucdo salina 0,85% a coldnia bacteriana,

obtendo-se uma suspensdo bacteriana cuja DO foi ajustada para 1,0 a 540 nm. Adicionou-se
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2,0 mL dessa suspensdo aos explantes de bananeira cultivadas em meio MS so6lido (com agar
7 g.L 1) e meio MS liquido (sem agar).

Apos 77 horas da inoculagdo, foram coletados apices radiculares contendo a coifa, a zona de
crescimento e a zona de ramificacdo. As amostras foram fixadas em solucdo Karnovsky
(Karnovsky,1965), sob vacuo (560 mm Hg), durante 24 horas, desidratadas em série etilica e
incluidas em resina metacrilato (Leica Microsystems, Heildeberg, Alemanha). SeccOes
transversais com 5um de espessura foram obtidas utilizando-se um micrétomo rotativo
(Atago, Tokyo, Japan), coradas com azul de toluidina e montadas em lamina de vidro com
resina acrilica (ltacril, ltaguaquecetuba, Brasil). A documentacdo fotografica foi realizada
com auxilio de camera digital acoplada a microscopio 6ptico AxioCam ICC3 (Zeiss, Jena,
Alemanha).

Para a realizacdo da microscopia de varredura, foram utilizadas as mudas produzidas em meio
MS liquido (sem &gar). Foram selecionados fragmentos de raizes onde observou-se a presenca
dos biofilmes com o auxilio da lupa. O material vegetal foi preparado da seguinte forma: os
fragmentos vegetais (apices radiculares) foram fixados em solucao de Karnovsky (Karnovsky,
1965), desidratados em série etanolica, secos a ponto critico com CO; (Bal-Tec-MD20, Leica)
(Robards, 1991), montados em porta amostras com fita de carbono dupla-face, pulverizados
com uma camada de ouro de 3nm de espessura e examinados em um microscépio eletrdnico
de varredura (Quanta 200, FeiCo., Eindhoven, Holanda) a 12-20 kV.

Avaliacdo da producao de biofilmes em meio TSA (Triptona, soja e agar)

Para a avaliagdo da producdo de biofilmes, foi retirada uma aliquota de 100 puL da solucdo
estoque (bactéria e 4gua) do isolado B. cereus e espalhada com o auxilio da alca de Drigalski,
em placa de Petri contendo 30 mL de meio TSA. As placas de Petri foram armazenadas em
estufa incubadora em temperatura de 26°C por um periodo de 48 horas. Apos esse periodo, a
temperatura foi ajustada para 37°C por quatro horas, com objetivo de simular estresse térmico
visando a formacdo de biofilmes. Apds esse periodo, as placas de Petri foram levadas a
camara de fluxo laminar em condicdes assépticas e fragmentos da col6nia crescida em meio
TSA foram obtidos para a realizacdo das analises de microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura. As etapas de desidratacdo do material e realizacdo da microscopia de
luz e microscopia eletrénica de varredura foram realizadas conforme o item anterior
aavaliacdo da producdo de biofilmes em raizes de explantes de bananeira na fase de

enraizamento in vitro.
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2.3 RESULTADOS

Formacdo de explossacarideos em meio TSA

Foi observado no presente trabalho que o isolado EB-40 formou biofilmes em meio TSA apo6s
condicdo de estresse térmico (Figura 1). As imagens obtidas por microscopia de luz
mostraram extensa rede de células bacterinas ligadas (1A). Com a microscopia eletronica de
varredura foi possivel visualizar expolissacarideos formados ao longo da placa (1B, 1C e 1D),
com celulas bacterianas em formato de bastdo envolvidas por fibras e substancias poliméricas

extracelulares.

; 4, q'

igura 1.Formagéo de expolissacarl’deos forados por Bacilluscereus (EB-O) em meio TSA. (a)

Microscopia de luz. (b-d) Microscopia eletronica de varredura. (a) Biofilme formado por B. cereus.
(b)Formacéo de biofilme na periferia da placa. Presenca de algumas fibras e mucilagem (c-d) Biofilme

formado no centro da placa. Células envolvidas por filamentos finos em matriz extracelular.
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Em determinadas regides dos biofilmes as células bacterianas estavam inseridas em um
emaranhado de filamentos finos (Figura 2). A rede de filamentos ndo permaneceu presa
ascélulas (2A e 2B) quando estas foram ocasionalmente removidas pelo processo de
microscopia.

Na parte central do biofilme foram observadas células em formato de bastdo, células cocdides,

estruturas fibrilares e substancias poliméricas extracelulares (2C). Verificou-se também a

orientacdo das células em feixes (2D).

Figura 2.Biofilmes em diversas regides da placa. (A) Visdo superior da periferia de um biofilme de
Bacilluscereus (EB-40) cultivado em meio TSA na placa de Petri, com bactérias dispostas em um
plano e quase totalmente cobertas por uma matriz de filamentos. (B) As fibras assumiram estrutura
semelhante a uma "cesta" ao redor das células. Notavelmente, essas cestas "moldadas sob medida" ndo
permaneceram presas as células bacterianas, mas mantiveram sua estrutura mesmo quando as bactérias
foram ocasionalmente liberadas desta matriz durante o procedimento de microscopia. (C) Visdo da
parte central do biofilme de B. cereus cultivado em meio TSA, em placa de Petri com células em
forma de bast&o e células cocdides. Presenca de estruturas fibrilares na juncéo das células em forma de
bastonete e substancias exopoliméricas. (D) Biofilme de B. cereus, parte central representando a

orientacdo das células em forma de bastonete.
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Formacao de biofilmes em meio TSA
No ensaio para producdo de biofilmes na raiz ndo foi observada a presenca de células

bacterianas quando o isolado foi cultivado em meio de cultura MS, com adi¢do de agar,
porém, quando o cultivo foi realizado em meio liquido, observou-se a colonizacdo proxima
araiz (Figura 3). Foi verificada intensa aglomeragdo de células na regido rizosférica (3D),

principalmente junto ao pelos radiculares.

SRREEAFEL SO O 07| DA el et
Figura 3.Interacdo entre o isolado bacteriano EB-40 (Bacilluscereus) e raizes de mudas micro
propagadas de bananeira ‘“Prata And” cultivada in vitro. Secc¢Oes transversais. (A-B) Meio de cultivo
com &gar, sem a presenca de células bacterianas aderidas aos pelos radiculares. (C-D) Meio de cultivo
sem agar, com células bacterianas aderidas aos pelos radiculares. Legenda: co: Cértex; cv: Cilindro

vascular; ep: Epiderme; pr: Pelo radicular; ad: Raiz adventicia.

A microscopia eletronica de varredura permitiu a visualizacdo da colonizacdo da raiz e a
formacdo de biofilmes (Figura 4). Como foram amostrados diversos pontos da raiz. Foi
possivelvisualizar diversos estagios da colonizacdo. Foi observada a formacdo de biofilmes

junto araiz (4A, B), a aglomeracdo de células na rizosfera (4C), colonizacdo dos pelos
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radiculares (4D,4E) e a estrutura do biofilme formado (4F). Verificou-se que as células de B.

cereus formam pequenos aglomerados (4E) inicialmente, e, ap0s isso foiconstruido biofilme

mais robusto (4F).

Bacilluscereus (EB-40). (a) Biofilme bacteriano formado por B. cereus em raizes de mudas de banana
micropropagadas. (b) Pelos radiculares apés a inoculacdo com B. cereus. (c) Células bacterianas
presentes na rizosfera de mudas micropropagadas de banana cultivadas in vitro em meio MS liquido.
(d) Pelos radiculares colonizados por B. cereus(d, e). Biofilme formado na raiz (f).

Em diferentes estagios da colonizacdo as células apresentaram morfologia diferente (Figura
5). Quando a célula foi fotografada no estado plancténico (5A) ndo foi observada nenhuma
estrutura fibrilar ou matriz exopolimérica. Verificou-se a formacdo de microcol6nias aderidas
aos pelos radiculares (5B), expansédo dessas microcolonias (5C) e o biofilme maduro formado
na raiz (5D). O biofilme formado na raiz apresentava células densamente agrupadas, fibras e

uma abundante matriz exopolimérica.

Clusters génicos associados a produc¢éo de EPSs em EB-40
Foram identificados no genoma do isolado EB-40 dois clusters de genes associados a

producédo de exopolissacarideos (EPSs) o Cluster EPS 1 e o Cluster EPS 2 (Figura 6).
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Figura 5. Colonizac&o in vitro por Bacilluscereus das raizes de explantes de bananeira documentada

por microscopia eletrbnica de varredura. (A) Célula planctnica de B. cereus localizada no apice de
um pelo radicular de banana. (B) Formacéo de microcolonias de B. cereus nos pelos radiculares (C, D)

Secéo transversal da raiz totalmente coberta pelo biofilme produzido por B. cereus.

2.4 DISCUSSAO

Mesmo que uma BPCP colonize com sucesso a superficie da raiz da planta e sua vizinhanca
inicialmente, sua durabilidade ao longo do tempo ndo é garantida. Nesse sentido, tanto para 0s
estagios iniciais quanto para a persisténcia da interacdo bactéria-planta, a formacdo de
biofilmes é considerada atributo bacteriano fundamental (Gomez et al., 2020).

Os resultados permitiram observar que o isolado EB-40 produziu biofilmes em meio TSA,

colonizou a raiz e formou expolissacarideos no sistema in vitro. A estirpe construiu biofilmes
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em meio TSA, considerado meio ndo indutor. Resultados semelhantes foram observados por
Wahlenet al. (2018), os autores também verificaram a formagéo de biofilmes por B. subtilis
em meio TSA.

Os biofilmes, de uma maneira geral, estdo incorporados em matriz autoproduzida, cujos
elementos estruturais sdo exopolissacarideos, proteinas e DNA (Flemming e Wingender,
2010). Os biofilmes formados por microrganismos sdo mal compreendidos, pois existe
grande variacao na estrutura e na quantidade de substancias da matriz entre as espécies (Limet
al., 2021). Por se tratar de uma espécie geneticamente diversa, acapacidade de formacdo de
biofilme é altamente variavel e influenciada pelo ambiente (Majedet al., 2016).

A matriz exopolimérica formada por EB-40 apresentava células bacilares, cocoides, estruturas
fibrilares unindo as células e estruturas semelhantes a mucilagem (Fig2). Segundo Caro-
Astorga et al. (2015), essa arquitetura proporciona a coesao e estabilidade das células, aléem de
constituir protecdo contra fatores externos como dessecacdo e antibioticos. A presenca de
células cocdides pode ter sido induzida pela condicdo ambiental. Segundo Van Teeselinget al.
(2017), varias espécies sofrem mudancas morfoldgicas sob certas condi¢bes. Essas mudancas
podem estar relacionadas a transicdo para um estado metabolicamente inativo ou a uma
necessidade de aumentar a absorcéo de nutrientes ou escapar de ameacas.

A caracterizacao da matriz requer a identificacdo dos componentes, bem como a determinacao
da concentracdo relativa dos constituintes do EPS, incluindo suas propriedades fisico-
quimicas e descrigdes de suas interagdes (Di Martino, 2018). Nesse sentido, devem ser feitos
estudos adicionais como espectroscopia infravermelha, enzimas hidroliticas, entre outros.
Segundo Gingichashviliet al. (2020), as bactérias no microambiente do biofilme, ao contrario
de seu estado plancténico, beneficiam-se de maior resiliéncia, ndo apenas devido a difuséo
limitada de agentes antimicrobianos, mas também devido a complexa organizacdo bacteriana
dentro dos biofilmes.

Verificou-se que o isolado EB-40 ndo foi capaz de colonizar as raizes quando os explantes
foram cultivados em meio MS solido. No experimento realizado por Posada et al. (2018), B.
subtilis foi capaz de colonizar in vitro as raizes de banana em meio MS solido. Entretanto, 0s
autores realizaram a inoculagdo antes da insercao do explante no meio de cultura. No presente
trabalho a solucdo bacteriana foi adicionada sobre o meio MS sdélido, contendo explantes de
bananeira em processo de enraizamento, proxima a regido das raizes e pseudocaule. A
presenca de agar no meio MS pode ter dificultado a colonizacdo do isolado nas raizes dos
explantes e sendo assim, a pré-inoculacdo do explante com o isolado antes da inser¢do no

meio de cultura deve ser considerada.
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Quando o isolado foi inoculado em MS liquido, observou-se a presenca das bactérias na raiz
bem como a formagdo de biofilmes. Rocha et al. (2019) foram os primeiros a relataram a
capacidade de formacao de possivel biofilme pelo isolado bacteriano EB-40 em explantes de
bananeira in vitro. Os autores descreveram intensa aglomeracdo bacteriana na superficie da
epiderme radicular, com abundante colonizacgdo epifitica no rizoplano. Segundo Fournieret al.
(2008), as células bacterianas ficam mais concentradas nos pelos radiculares, o que coincide
com a posicdo bastante proxima das células bacterianas observadas no presente trabalho
(Figura 1D).

B. cereus foi identificado nas seccOes inferiores e posteriores da raiz junto aepiderme, apices
da raiz e pelos radiculares, 0 mesmo padrdo foi observado por Fanet al. (2012). O padrao de
colonizagdo exibido pelo isolado EB-40 assemelha-se com outras BPCPs (Kuet al., 2018;
Gamez et al., 2019) com colonizacdo dos pelos radiculares, epiderme e expansdo para 0
restante da raiz.

As imagens obtidas demonstraram que o biofilme formado na raiz era mais denso e compacto
quando comparado ao biofilme formado em meio TSA. Zhou e Gao (2019) sugerem que 0s
tecidos da raiz estdo constantemente exsudando diferentes tipos de moléculas, como
carboidratos, aminoacidos, acidos organicos, bem como outros compostos absorvidos
essenciais para o crescimento da raiz o que contribui para o desenvolvimento do biofilme.
Segundo Gamez et al. (2019) a capacidade de formar biofilmes esta intimamente associada a
capacidade de promocédo do crescimento vegetal. A formacgdo de biofilmes é importante para
0 estabelecimento do microrganismo na rizosfera, colonizacdo da raiz e promog¢do do
crescimento de plantas (Malusa et al., 2012).

A gendmica comparativa demonstrou que o isolado EB-40 possui dois clusters associados a
formacéo de EPS. A relacdo dos clusters EPSs com a formagéo de biofilme foi investigada no
isolado B. cereus ATCC14579 por Caro-Astorga et al (2020). O cluster EPS1 é homblogo ao
operoneps identificado em B. subtillis e mutagdes nesse cluster ndo afetam a formacdo do
biofilme. O cluster EPS2 esta associado a producdo de polissacarideos capsulares e
apresentaram superexpressao em células associadas a biofilme. Mutantes EPS2 apresentaram
menor capacidade de adesédo e de formacéo de biofilme. A exploracdo do genoma do isolado
EB-40 permitiu que fossem identificados 0s grupos génicos associados a producédo de EPS.

A fisiologia e a adaptacdo bacteriana sdo influenciadas pelos EPSs. Esses polimeros séo
indispensaveis para a montagem da matriz extracelular do biofilme em mdltiplas espécies
bacterianas.

A produgdo de EPSs por microrganismos nas raizes das espécies vegetais além de ser
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fundamental para o processo de colonizagdo, contribui para o aumento da tolerancia ao
estresse abidtico, tornando as plantas mais resistentes aseca, salinidade, temperatura e
toxicidade por metais pesados (Morcillo e Manzanera, 2021).

Os resultados obtidos demonstraram que o isolado EB-40 possui caracteristicasimportantes
para 0 processo da colonizacgdo da raiz e estabelecimento na rizosfera que, em conjunto com
seus mecanismos de promocdo do crescimento vegetal, o tornam promissor candidato para a
composicdo de produtos bioldgicos comerciais. Entretanto, sabemos que estudos adicionais
devem ser realizados a fim de se determinar a composicdo do biofilme e a expressdo génica
da planta e da bactéria durante a colonizacdo e aplicacdo da bactéria em condi¢des de estresse

abiético.

2.5 CONCLUSAO

O isolado EB-40 (Bacillus cereus) forma biofilmes em meio TSA, coloniza e produz
biofilmes em raizes de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ em fase de enraizamento em meio

MS liquido e possui dois cluters de genes homologos ao EPS1 e EPS2 de Bacillus subtilis.
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3 CONCLUSAO GERAL

O isolado EB-40 (Bacilluscereus) forma biofilmes em meio TSA, coloniza e produz biofilmes
em raizes de explantes de bananeira ‘Prata And’ em fase de enraizamento em meio MS liquido e
possui dois clutersde genes homologos ao EPS1 e EPS2 de Bacillussubtilis.

O isolado EB-40 (Bacillussp.) foi identificado a nivel de espécie como Bacilluscereus.
Possui genoma circular com um tamanho 5,37 Mb e dois plasmideos circulares. A estirpe
possui genes associados a assimilacdo de amonio, reduc¢do do nitrato, producdo de fosfatases e
producdo de auxinas. O isolado é capaz de reduzir nitrato, produzir auxinas e biofilmes in

vitro.
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