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RESUMO

A soja (Glycine max), pertencente a familia Fabaceae ¢ a espécie mais amplamente cultivada
no mundo e a quarta safra produzida anualmente mais importante em termos de area colhida e
producao. Seu cultivo bem-sucedido depende de diferentes fatores, destacando-se o manejo
eficiente de pragas e doencas, o qual pode ser alcancado com a utilizagdo de agentes de
biocontrole. A identificacdo e quantificagdo da colonizagdo desses microrganismos
benéficos, incluindo Bacillus methylotrophicus, vem sendo realizadas fenotipicamente. Esse
estudo objetivou quantificar, por qPCR, B. methylotrophicus em raizes de soja utilizando
oligonucleotideos desenhados por nosso grupo de pesquisa. Em um primeiro momento foram
realizadas analises qualitativas para a determinacdo da presencga/auséncia de B.
methylotrophicus nas amostras, vislumbrando simplificar os ensaios necessarios. A
amplificacdo do gene de referéncia 16S foi bem-sucedida, confirmando a presenga de Bacillus
no material coletado. Realizamos a constru¢ao de uma curva padrio absoluta e, devido a
complexidade do ambiente rizosférico, avaliamos as interacdes do B. methylotrophicus com
outros microrganismos de biocontrole empregados comumente pela empresa parceira.
Obtivemos, por qPCR, uma maior concentracdo de B. methylotrophicus quando aplicado em
conjunto com B. subtilis. Em contrapartida, o controle ndo-tratado e o tratamento com o
microrganismo isolado ndo demonstraram diferenca estatisticamente significante em sua
recuperagdo. Além disso, sugerimos a ocorréncia de uma possivel competicdo entre B.
methylotrophicus e Trichoderma asperellum. Portanto, o marcador desenvolvido para B.
methylotrophicus se mostrou eficaz na caracterizagdo molecular dessa espécie podendo ser
aplicado em diversos estudos relacionados a identificagdo, interacdo e concentracdo de B.
methylotrophicus.

Palavras-chave: Marcador molecular. Bacillus methylotrophicus. Controle biologico. gPCR



ABSTRACT

Soybean (Glycine max) belonging to the fabaceae family is the most widely cultivated species
in the world and the fourth most important crop produced annually in terms of harvested area
and production. Its successful cultivation depends on different factors, highlighting the efficient
management of pests and diseases, which can be achieved with the use of biocontrol agents.
The identification and quantification of the colonization of these beneficial microorganisms,
including Bacillus methylotrophicus, has been carried out phenotypically. This study aimed to
quantify, by gPCR, B. methylotrophicus in soybean roots using oligonucleotides designed by
our research group. At first, qualitative analyzes were carried out to determine the
presence/absence of B. methylotrophicus in the samples to simplify the tests. Amplification of
the 16S reference gene was successful, confirming the presence of Bacillus in the collected
material. We constructed an absolute standard curve and, due to the complexity of the
rhizospheric environment, we evaluated the interactions of B. methylotrophicus with other
biocontrol microorganisms commonly used by the partner company. We obtained, by gPCR, a
higher concentration of B. methylotrophicus when applied together with B. subtilis. In contrast,
the non-treated control and the treatment with the isolated microorganism showed no
statistically significant difference in their recovery. Furthermore, we suggest the occurrence of
a possible competition between B. methylotrophicus and Trichoderma asperellum. Therefore,
the molecular marker developed for B. methylotrophicus proved to be effective in the molecular
characterization of this species and can be applied in several studies related to the
identification, interaction and concentration of B. methylotrophicus.

Keywords: Molecular marker. Bacillus methylotrophicus. Biological control. gPCR
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1 INTRODUCAO

1.1 Soja: aspectos gerais

1.1.1 Relevancia econdmica

A soja (Glycine max) esta entre as culturas mais relevantes do mundo. E a quarta espécie
mais importante depois do trigo (7riticum aestivum L.), milho (Zea mays L.) e arroz (Oryza
sativa L.) em termos de area colhida e produ¢do mundial. Preconiza-se que o cultivo de soja
tenha sua origem na China, mas, atualmente, sua produgdo acontece em diversos paises do
mundo (KIM et al., 2020) sendo que 7 dos 10 maiores produtores sdo encontrados na América
do Norte ¢ do Sul (COLLETTI et al., 2020). Atualmente, Estados Unidos, Brasil e Argentina
respondem por mais de 80% da producdo global (Figura 1) (FRIED; NARAYANAN;
FALLEN, 2019).

Figura 1 - Lideres mundiais na produ¢do de soja, com base nos dados anuais divulgados pela
Banco de Dados Estatisticos Corporativos da Organizagao para Agricultura e Alimentagao
(FAOSTAT).
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Fonte: Colletti et al., (2020)



Segundo Soterroni et al. (2019) a soja ¢ a cultura de caixa mais importante do Brasil,
com cerca de 70% da sua produc¢do exportada mundialmente. Desta, 48% sdo oriundas do bioma
Cerrado. Dada a alta disponibilidade de terras adequadas, o pais tem potencial para se tornar o
maior produtor mundial dessa leguminosa até 2025, com uma produgdo de 135 milhdes de
toneladas, superando os Estados Unidos.

A soja possui alto teor de proteinas e gordura, sendo amplamente utilizada na produgao
de farinha de soja, leite de soja, produtos fermentados e 6leo para consumo por humanos e
animais (KIM et al., 2020). Além disso, contém muitos nutrientes especiais, como isoflavonas,
fitosterol e saponinas (FAN et al., 2019). De acordo com Rizzo e Baroni (2018) alimentos
derivados de soja e o grio propriamente dito sdo solugdes nutricionais comuns para
vegetarianos, se mostrando versatil na producdo de analogos de carne e substitutos do leite.
Além disso, também se destaca como o 6leo de semente mais importante do mundo, com
contribui¢do acima de 60% para a producao total de sementes de petroleo e acima de 70% para
o consumo total de farinha de proteinas destinada a refei¢do (FRIED, NARAYANAN,
FALLEN, 2019). Desempenha um papel fundamental na agricultura sustentdvel, pois fixa
nitrogénio (N) atmosférico com a ajuda de microrganismos (TORKAMANEH et al., 2020).

As propriedades da soja podem ser significativamente afetadas por sua regido de cultivo,
devido as variacdes de temperatura, precipitacao e caracteristicas do solo (KIM et al., 2020).
De acordo com Fried, Narayanan e Fallen (2018) a produtividade de qualquer planta em
ambiente ideal e sub6timo ¢ frequentemente controlada pela distribuicdo e arquitetura de seu
sistema radicular, o qual desempenha papel crucial no eficiente uso de agua e nutrientes pelas

culturas.

1.1.2 Morfofisiologia

No Brasil, o cultivo da soja comegou a se disseminar pelo Rio Grande do Sul, sendo
posteriormente transferido para outros estados dessa regido, além do Centro-Oeste e,
atualmente, alcanga areas proximas ao Equador. O desenvolvimento da planta ¢ dividido em
duas fases, a vegetativa e a reprodutiva. A primeira etapa se inicia com a emergéncia das
plantulas até o inicio do seu florescimento. Com o término dessa fase, inicia-se a reprodutiva,
com o florescimento, a formacdo do legume, o enchimento do grao e a maturacdo completa.
Sdo necessarios de 50 a 55 dias apos o inicio da fase reprodutiva para que a planta esteja

morfologicamente preparada para produzir um alto rendimento de graos (THOMAS 2018), o



qual depende diretamente do desenvolvimento de suas estruturas vegetativas como caule, ramos
e folhas (COSTA; MARCHEZAN, 1982).

E uma espécie de planta com incidéncia anual, herbacea e de fisionomia ereta, podendo
ser classificada de acordo com o modo como ocorre o desenvolvimento terminal do caule
(Figura 2). Este pode ser definido como determinado, em que apds a floragdo ndo surgem novos
calos (Figura 2A), como indeterminado com o surgimento de ramifica¢des apos o florescimento
(Figura 2B), ou como semideterminado que apresenta os dois tipos de crescimentos (Figura 2C)
(NOGUEIRA, 2007). Suas flores sdo completas, ou seja, formadas por calice, corola, androceu
e gineceu. O fruto ¢ do tipo vagem, sendo achatado, reto e pouco curvado, pubescente e
deiscente; geralmente com 2 a 7 cm de comprimento por 1 a 2 cm de largura, apresentado
espessura variavel. O numero de vagens por inflorescéncia ¢ de 2 a mais de 20 e acima de 400
por planta. A semente ¢ constituida de tegumento que envolve a embrido completamente

desenvolvido (NOGUEIRA, 2007).

Figura 2 - Morfologia do caule de soja. (A) Caule com crescimento do tipo determinado ¢ (B)
caule com crescimento do tipo indeterminado. A seta indica a inflorescéncia. (C) Representagao
dos cresciemntos do tipo determinado, semideterminado e indeterminado.

Determinado Semideterminado Indeterminado

Fonte: Adaptado de Thomas (2018)
A soja possui uma temperatura 6tima de crescimento e desenvolvimento em torno de

30°C (NOGUEIRA, 2007), o que torna o Brasil um pais ideal para seu cultivo. Segundo Cober
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et al. (2014) a indugdo ao florescimento ocorre pela interagdo entre fotoperiodo e temperatura
para algumas cultivares e, para outras, depende apenas da temperatura. Para as que respondem
ao fotoperiodo, a soja ¢ uma planta de dia curto facultativa, ou seja, fotoperiodos menores que
o critico favorece seu florescimento. Por sua composicdo possuir 40% de proteinas, necessita
de grande quantidade de nitrogénio para se desenvolver e, consequentemente, produzir
rendimentos de 5 a 6 t/ha de graos. Estima-se que 80 kg de N sejam necessarios para produzir
1000 kg de graos, sendo que este elemento pode ser obtido do solo, através da fixacgdo
simbidtica ou biologica do N2, ou de fertilizantes nitrogenados e presentes no espago poroso do
solo (THOMAS, 2018)

Finalmente, a disponibilidade hidrica ¢ critica para o desenvolvimento da soja, pois a
semente precisa absorver no minimo 50% do seu peso em dgua para assegurar sua germinagao
(EMPRAPA, 2006). A fase de estabelecimento das plantas na lavoura ¢ importante para a
obtencdo de elevados rendimentos na produgdo, pois determinard o numero de plantas e a sua
distribui¢do uniforme na area, sua estatura, o desenvolvimento de ramos e o0 manejo de espécies

daninhas e de doencas (PIRES, 2002).

1.1.3 Fitopatogenos

Ao contrario dos animais e alguns outros organismos, as plantas sdo sesseis, ou seja,
ndo se locomovem e, por consequéncia, precisam suportar ou superar condi¢des ambientais
adversas para sua sobrevivéncia. Segundo Kerbauy (2004) as plantas recebem estimulos do
ambiente e, por meio da ativagdo de receptores, ocorrem mudancas metabolicas que definem
sua resposta aos sinais captados. Além do clima, nutrientes e agua, existem a qualidade do solo
e, principalmente, a presenca de microrganismos e parasitas que influenciam diretamente seu
desenvolvimento (KERBAUY, 2004).

A rizosfera, ou seja, a zona estreita ao redor e influenciada pelas raizes das plantas, ¢
considerada um dos ecossistemas mais complexos do planeta. Os organismos encontrados nesse
ambiente incluem bactérias, fungos, oomicetos, nematoides, protozodrios, algas, virus, arqueas
e artropodes. A maioria dos membros do microbioma da rizosfera faz parte de uma complexa
teia alimentar que utiliza nutrientes liberados pela planta, o que influéncia direta e indiretamente
a composi¢ao e a produtividade (ou seja, a biomassa) das comunidades vegetais naturais.
Assim, a riqueza de espécies microbianas abaixo do solo foi proposta como um preditor da
diversidade e produtividade das plantas acima do solo (MENDES; GARBEVA;
RAAIJMAKERS, 2013).
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Os microrganismos, de modo natural, se associam a outros individuos para completarem
seu ciclo de vida. Contudo, essas interacdes podem ser benéficas ou maléficas. Os
microrganismos fitopatogénicos causam doengas e comprometem o desenvolvimento da planta,
alterando o metabolismo das células vegetais pela liberacdo de enzimas e/ou toxinas, ou
absorvendo nutrientes do hospedeiro (MICHEREFF, 2001). Alguns fitopatdogenos podem
crescer e se multiplicar no xilema ou no floema e, desse modo, bloquear o transporte de dgua e
de nutrientes. Quando muito agressivos, sao responsaveis por exterminar hectares de plantios
em pouco tempo, como o fungo filamentoso Rhizoctonia solani, causador da podridao radicular.
Esse fitopatogeno afeta diversas culturas de cereais, algodao, batata, arroz ¢ milho (VERMA et
al., 1995). Ja o fungo Fusarium ssp. promove o amarelecimento das folhas e pode, inclusive,
causar a morte da planta. Em ambiente com elevada umidade, sao formados micélios brancos
sobre a haste onde se encontram os clamidosporos, estruturas que promovem sua disseminagao
(ITO, 2013),

A soja pode ser atacada por fungos e bactérias (Tabela 1). As doencas causadas por
esses organismos sdao de extrema relevancia econdmica, destacando-se os fungos Diaporthe
phaseolorum (Cke. & Ell) var. sojae Wehm., Colletotrichum dematium (Pers. Ex Fr.) Grove
var. truncada (Schw.) Arx., Cercospora kikuchii (T. Matsu & Tomoyasu) Chupp e Phomopsis
sojae (COSTA et al., 2003). Estes afetam tanto a parte aérea da soja quanto o sistema radicular
e sua disseminagdo ocorre através da semente ou do proprio solo proveniente de restos de
cultura. Sao divididos em: (i) biotroficos, quando dependem das células hospedeiras para
nutricdo e producdo dos haustérios para captar os nutrientes, sem sintomas aparentes ao
hospedeiro; (i1) necrotroficos, quando causam a morte da planta através da secrecao de enzimas
e toxinas e (ii1) hemibiotréficos, os quais vivem parte do seu ciclo de vida na forma latente e,
posteriormente, exterminam o individuo. Existem patégenos que interferem no
desenvolvimento da soja desde seu estagio inicial até sua maturag¢do, o que acarreta um baixo

rendimento ou perda das culturas produtoras (TRINDADE, 2021).
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Tabela 1 - Principais doengas (patogenos causador) que acometem a cultura de soja.

Agente de Condicoes e oA
Doenca . o L Sobrevivéncia
disseminacao favoraveis
Mofo branco Vento, chuva, Temperatura Sementes, restos
(Sclerotinia sementes, entre culturais,
sclerotiorum) animais, 16°C a 22°C esclerodios e mais de
implemento Alta umidade 400
agricola solo espécies de plantas
compactado hospedeiras
Presenca de
nematoides
- Morte por fusarium Vento, chuva, Temperatura Sementes ¢ restos de
g.o (Fusarium spp.) sementes, entre cultura
é animais, 20°C a 28°C
implemento Alta umidade
agricola solo
compactado
Rizoctoniose, Vento, chuva, Baixa Sementes, esclerodios,
tombamento de sementes, temperatura alta restos de cultura,
plantulas e morte em animais, ¢ altaumidade  ampla
reboleiras implementos do solo gama de hospedeiros e
(Rhizoctonia solani) agricolas rizosfera de plantas
Crestamento bacteriano  Vento, chuva, Temperatura Sementes e restos de
(Pseudomonas insetos, sementes entre 20°C a cultura
savastanoi pv. glycinea) e implementos 26°C
agricolas Alta umidade
Fogo selvagem Vento, chuva, Temperatura Sementes e restos de
»  (Pseudomonas syringae  insetos, animais, entre 24°C a cultura
£ pv. tabaci) implementos 28°C
< agricolas e Alta umidade
pg sementes
Pustula bacteriana Vento, chuva, Alta Sementes e restos de
(Xanthomonas insetos, animais, temperatura, cultura
axonopodis pv. glycines) implementos entre 28°C a
agricolas e 30°C
sementes Alta umidade

Fonte: Adaptado de Ito (2013)

As bactérias, em geral, colonizam os 6rgdos das plantas e, apesar de poderem ser

simbidticas, também causam sérios danos e perdas consideraveis, contaminando as plantagdes.

Violatti e Tebaldi (2016) citam o agente causador da pustula bacteriana na soja, Xanthomonas

axonopodis pv. glycines, para a qual ndo existem cultivares resistentes e, por ndo apresentar

J4

alteragdes fenotipicas, € responsavel por problemas preocupantes e de dificil solu¢ao. A

Pseudomonas syringae pv. Tabaci também causa infec¢des, penetrando no tecido da planta

através das alteragcdes causadas pela pustula bacteriana. Essa espécie libera uma toxina que se
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dissemina nos tecidos causando lesdes que variam em tamanho e forma, podendo formar
extensas areas de tecido morto (HENNING, 2014)

Virus e nematoides também comprometem o desenvolvimento da soja. Os virus mais
comumente descritos sao: o mosaico amarelo do feijoeiro (virus do mesmo nome), 0 mosaico
comum da soja (SMV)(virus do mesmo nome), a queima do broto (virus da necrose branca do
fumo) e o mosaico ando (virus do mosaico do amendoim bravo, Euphorbia heterophylla L.)
(PUIGNAU, 1992). De acordo com Henning (2014) o virus do mosaico comum da soja faz com
que as plantas infectadas apresentem esse fenotipo distribuido irregularmente sobre o limbo
foliar, com folhas trifolioladas encarquilhadas e com algumas bolhas. A maturagdo da soja ¢
atrasada e ¢ comum serem encontradas plantas verdes e amadurecidas em um mesmo local,
afetando, assim, a colheita e produtividade.

Os fitonematoides também causam danos as lavouras e sao de dificil erradicag¢ao. Dentre
os de maior importancia e interesse econdmico para a soja destacam-se Meloidogyne javanica
e Meloidogyne incognita (nematoides de galhas) e Pratylenchus brachyurus (nematoide das
lesdes radiculares). O ataque desses nematoides resulta na redu¢dao do tamanho das plantas, com
intenso abortamento de vagens durante o florescimento e amadurecimento prematuro. A
erradicagdo de nematoides em area infestada ¢ extremamente dificil (CORTE et al., 2014).

Segundo Braga (2021) esses patdgenos se alimentam e se reproduzem de plantas vivas,
podendo migrar para a rizosfera através das raizes ou de partes aéreas, afetando as demais
cultivares da lavoura. Fisiologicamente, os nematoides sdo atraidos para as raizes das plantas
por meio de exsudatos, entrando pelas células da epiderme, onde ingerem os nutrientes

provenientes do hospedeiro.

1.2 Estratégias para o controle de fitopatogenos

Tendo em vista o grande numero de fitopatdgenos que podem afetar o cultivo da soja, o
emprego de medidas de controle que minimizem as perdas ¢ fundamental. Dentre essas
medidas, o uso de cultivares resistentes, sementes livres de patdgenos, o tratamento quimico e
outras estratégias como a rotagdo de culturas visam garantir a obtencao de plantas mais sadias
e produtivas (MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009; MICHEREFF, 2001).

Segundo Alzate-Marin et al. (2005) no manejo integrado de doencas e pragas, uma das
estratégias preconizadas € o uso de cultivares resistentes. Estas normalmente sao desenvolvidas
pela transferéncia de alelos de resisténcia de fontes exoticas e, muitas vezes, nao adaptadas para

cultivares elite. Essa op¢ao vem sendo usada com sucesso em programas de melhoramento ha
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varias décadas. A transferéncia de alelos exogenos ¢ realizada, normalmente, por meio do
método dos retrocruzamentos. Devido a coevolugdo entre hospedeiro e patdégeno e o
consequente surgimento de novas ragas, cultivares resistentes necessitam ser continuamente
desenvolvidas.

O tratamento quimico ¢ a forma mais difundida para o controle de patdogenos
transmitidos por sementes, compreendendo a aplicacdo de fungicidas, inseticidas,
micronutrientes, nematicidas e polimeros (CONCEICAO et al., 2014). De fato, as sementes sio
um dos principais veiculos de disseminagao e introducao de microrganismos em novas areas de
cultivo. Henning (2005) faz referéncia a tratamentos sanitarios para o controle de Sclerotina
sclerotiorium (mofo branco), em que sementes sdo previamente tratadas antes da semeadura,
sendo utilizados fungicidas de contato para tal fim. Entretanto, agentes quimicos sdo
questionados por interferirem diretamente na estrutura da comunidade microbiana do solo e
raizes vegetais, alterando o equilibrio biodindmico. Como exemplo, Zilli et al. (2018)
demonstraram que o herbicida glifosato aplicado em plantas de soja geneticamente modificadas
e convencionais ocasionou um aumento da colonizagdo das raizes por Fusarium spp.. Isso
ocorreu devido a capacidade desse produto de inibir rizobacterias antagdnicas ao fungo e
fitoalexinas, ¢ de aumentar a exsudagdo de aminodcidos e carboidratos no sistema radicular
onde alguns microrganismos patogénicos acabam se desenvolvendo. Além disso, como o autor
cita, agentes quimicos contaminam solos, alimentos e consumidores, ademais conduzem a
resisténcia de espécies indesejadas.

A rotagdo de cultura também pode ser adotada como, por exemplo, a alternancia no
plantio de trigo e soja empregada no estado do Parana, onde, nesse caso, hd o0 monocultivo do
trigo no inverno e de soja no verdo. O principio consiste na supressao ou eliminagdo do
substrato apropriado para o patdogeno. A auséncia da planta cultivada anualmente (inclusive as
plantas voluntarias e os restos culturais) leva a erradicacdo total ou parcial dos patdgenos
necrotroficos que dela sdo nutricionalmente dependentes. Portanto, a rotagdo de culturas
também se apresenta como uma estratégia de controle bioldgico, uma vez que microrganismos
sdo decompostos. Porém, alguns resistem, como o fungo Rhizoctonia solani, o qual é capaz de
viver indefinidamente no solo por trocar de substrato saprofitico (MICHEREFF, 2001).

A medida que aumenta a pressdo publica para proteger o meio ambiente, estratégias de
controle bioldgico de fitopatogenos sdo consideradas alternativas ecologicamente solidas e
economicamente viaveis as estratégias de uso de pesticidas. A competi¢do com patdgenos inclui
a produgdo de metabolitos secundarios que possuem atividade antimicrobiana ou estimulagao

do sistema imunologico de plantas hospedeiras (BELBAHRI et al., 2017). Portanto, os agentes
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de biocontrole sdo uma alternativa promissora para o controle de patégenos da soja. Segundo
Bettiol e Ghini (2009) o controle biologico de doengas que acometem as plantas, sendo macro
ou microrganismos, consiste no combate as pragas por meio da presenga no meio de inimigos
naturais destas. Deste modo, sdo capazes de proteger a planta e em alguns casos promoverem
seu crescimento. Deveras, as diferentes relagdes exercidas por esses microrganismos como
antibiose, competi¢do, parasitismo, predacao e a inducdo de resisténcia em plantas, oferecem
uma gama de oportunidades para sua utilizacao. Ainda, segundo os pesquisadores, se trata de
uma ferramenta segura, a qual ¢ ambientalmente mais equilibrada e consequentemente menos
danosa a satide humana. Nesse contexto, podem ser utilizados mais de um organismo, em
sistemas dindmicos e complexos de simbiose.

Alguns organismos, como as bactérias, podem, além de exercer o biocontrole, atuarem
no crescimento das plantas hospedeiras. De acordo com Mariano et al. (2004) essas bactérias
sdo, de modo geral, endofiticas e nao fitopatogénicas. Sdo utilizadas no tratamento de sementes,
explantes e mudas micropropagadas. Atuam promovendo diretamente o crescimento pela
producao de acido cianidrico, fitohormonios, enzimas como a ACC-deaminase, mineralizagao
de nutrientes, solubilizagao de fosfatos, fixagdo do N, aumento da absorc¢ao pelas raizes e
protecdo cruzada. Destacam-se as Pseudomonas spp.; espécies do género Bacillus,
Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter, Herbaspirilu, Agrobacterium

radiobacter, Enterobacter cloacae € Burkholderia cepacia, entre outras.

1.2.1 O género Bacillus

As bactérias sdo os microrganismos mais abundantes da rizosfera, sendo que as
pertencentes ao género Bacillus se destacam por realizarem a fixagao bioldgica de N e absor¢ao
de nutrientes. Adicionalmente, agem na germinacao e emergéncia de plantulas e no crescimento
aéreo e radicular, impactando na produtividade (BRAGA, 2021). De acordo com Bacon,
Palencia e Hinton (2014) as espécies desse género e suas cepas endofiticas sdo utilizadas para
a produgdo de antibidticos que inibem patdgenos que afetam as estruturas celulares nos niveis
molecular e fisiolégico. Produzem compostos antifingicos (bacilomicinas, fengicinas e
surfactinas) e peptideos antimicrobianos.

As espécies de Bacillus podem formar endosporos extremamente resistentes a condi¢des
ambientais severas e podem secretar metabolitos que estimulam o crescimento e a saide das
plantas. Assim, a aplicagdo bem-sucedida de microrganismos benéficos fornece um modelo

para aumentar a tolerdncia ao estresse ¢ para a adaptagdo as mudancas climéaticas. Essas
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espécies também secretam exopolicarias e sideroforos que inibem ou paralisam o movimento
de ions toxicos, auxiliando na manutencao do equilibrio i6nico, bem como na absor¢ao de dgua
por raizes (HASHEM; TABASSUM; ABD_ALLAH, 2019).

As cepas de Bacillus methylotrophicus sao conhecidas como promotoras de crescimento
vegetal e capazes de controlar doengas causadas por bactérias, fungos e namatoides (DIAS et
al.,, 2015). O estudo realizado por Jemil et al. (2017) demonstrou que os lipopeptideos
sintetizados pela cepa B. methylotrophicus exercem consideravel agao antioxidante envolvendo
varios mecanismos, incluindo quelamento de ions metalicos, doagdo de hidrogénio ou elétrons
e captura de radicais durante a peroxidacdo. Esses autores evidenciaram atividade antiadesiva
contra a formagdo e desenvolvimento de biofilmes. Adicionalmente, os genes que codificam
para as enzimas antibacterianas mersacidina e amilase foram encontrados no genoma de B.
methylotrophicus (DIAS et al., 2015). De fato, a atuagdo de B. methylotrophicus ¢ vasta e
benéfica ao cultivo da soja, promovendo seu crescimento ¢ contribuindo para o aumento da

produtividade.

1.3 B. methylotrophicus

B. methylotrophicus € uma bactéria gram-positiva constituida por hastes moveis (0,63-
0,64x1,8-2,7 um) ocorrendo de forma isolada ou em pares. As colonias na cultura sdo brancas
cremosas, convexas, translucidas com bordas regulares. Possuem crescimento lento em cultura
variando de 0,2 mm a 0,8 mm de diametro apds 96 horas de cultivo a 28 °C, pH=7,0 sendo estas
as condigdes de crescimento ideal. Colonizam competitivamente as raizes vegetais € sao
capazes de internalizar tecidos vegetais e atuar simultaneamente como biofertilizador e
antagonista (biopesticida) de patdgenos radiculares reconhecidos, incluindo bactérias gram-
negativas e fungos, apresentando atividades de catalase, oxidase, pectinase e protease
(MADHAIYAN et al., 2010). Segundo o estudo de Wang et al. (2016) também ¢ uma bactéria
generalista no solo, que solubiliza fosfato insolivel in vitro; degrada é4cido ferulico e
hidrocarbonetos. Atua como biorremediador do cromo e controla muitos microrganismos
patogénicos por meio da produgdo de metabodlitos secundarios ou antibidticos.

B. methylotrophicus ¢ semelhante a Bacillus subtilis e ¢ considerada um agente de
controle bioldgico bem-sucedido devido a um estilo de vida formador de endosporos que
facilita o desenvolvimento de produtos comerciais com viabilidade a longo prazo. Essas
biomoléculas, além de sua atividade antimicrobiana, atuam como imunoestimuladores da planta

hospedeira e ganharam importancia nas areas de biorremediacdo ambiental, processamento de
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alimentos e farmacos (JEUKENS et al., 2015). Ja foi relatada a atividade na literatura de B.
methylotrophicus contra diferentes patdogenos sendo estes: Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium proliferatum, Aspergillus flavu, Aspergillus tumefaciens, Botrytis cinérea,
Botryosphaeria dothidea, Phyllosticta ampelicida, Valsa ceratosperma, B. cinerea, Pyricularia
orzae, Gloeosporium capsici, Fusarium graminearum, Colletotrichum lagenarium, Fulvia
fulva, Alternaria alternata, Rhizoctonia cerealis, Bipolaris maydis (FRIKHA-GARGOURI et
al., 2017; TUMBARSK: et al., 2018).

De acordo com Hadjinicolaou et al. (2009) a diferenciacao entre Bacillus se baseia,
tradicionalmente, na caracterizagdo fenotipica e a identificacdo inequivoca requer multiplos
testes bioquimicos. Além disso, podem ser necessarias etapas adicionais nessa como um pré-
enriquecimento, retardando ainda mais o processo. As limitagdes as técnicas tradicionais sao
ainda mais expressivas quando se deseja estudar a diversidade de microrganismos associada a

determinado ambiente, o que exige uma maior sensibilidade dos métodos adotados.

1.4 Ferramentas moleculares na identificacdo de agentes de biocontrole

M¢étodos moleculares, como a reacao em cadeia da polimerase (PCR), tém se destacado
no manejo de culturas. A técnica foi inventada pelo bioquimico Kary Mullis em 1983, o qual
ganhou o Prémio Nobel de Quimica em 1993. Ao permitir amplificar pequenos e especificos
segmentos do genoma, viabiliza, molecularmente, a detec¢do de organismos ou alvos
especificos em misturas heterogéneas (REIS JUNIOR, 2002). Portanto, vem sendo utilizada no
diagnostico de doengas vegetais e na detecgdo de patogenos. Nos estudos de Kredics et al.
(2018) a técnica € explorada para o monitoramento ambiental de duas cepas de Trichoderma
utilizada no biocontrole de Cytospora de péssego. Os autores realizaram ensaios multiplex para
a deteccao de T. pleuroticola e T.pleuroti. Ja Naef et al. (2006) exploraram a metodologia para
a identificagdo de microssatélites para a determinagao de biomassa fungica em material vegetal
em decomposicdo. De fato, a utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores especificos tem se
tornado uma ferramenta poderosa em ambientes agricolas. Segundo Kredics et al. (2018) os
marcadores especificos para o monitoramento de cepas de uma espécie podem ser
desenvolvidos a partir de sequencias com fungdes conhecidas. Analises filogenéticas revelaram
que B. velezensis pertence a um grupo coespecifico constituido por B. velezensis, B.
amyloliquefaciens e B. methylotrophicus NGALIMAT et al, 2021). Desse modo, a utilizacao
de ferramentas moleculares tem se destacado na diferenciacdo entre espécies proximas

filogeneticamente e na identificacao correta de microrganismos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar molecularmente B. methylotrophicus em raizes de soja.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil de amplificacdo do material genético de B. methylotrophicus utilizando uma
nova combinacao de oligonucleotideos desenhados por nosso grupo de pesquisa;

e Construir uma curva-padrao absoluta para a quantificagdo molecular de B. methylotrophicus,

e Identificar o aumento ou perda de agentes de biocontrole no ambiente rizosférico da soja por
ensaio molecular;

e Comparar ensaios moleculares qualitativos e quantitativos na caracterizagdo do ambiente

rizosférico.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento em casa de vegetacio e extracido de DNA de raiz de soja

Foram avaliadas as interacdes entre B. methylotrohpicus e outros dois produtos
comerciais fornecidos pela empresa parceira contendo microrganismos recomendados para
controle de fitonematoides em sojas conforme Tabela 3. Sendo que a escolha dos produtos
utilizados foi definida pelo grupo de pesquisa no trabalho de Silva (2021), onde, buscamos
avaliar a interagdo e retratar o ambiente rizosferico da soja. As recomendacdes do fabricante
foram seguidas quanto as doses de cada substancia. Foram conduzidos cinco tratamentos com

sete repeti¢cdes em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e as plantas mantidas por 21
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dias em casa de vegetacdo do Laboratorio Lallemand Plant Care Brasil, a uma temperatura de

30+£2°C.

Tabela 2 - Descri¢do dos tratamentos de sementes de soja com agentes de biocontrole. As doses
utilizadas seguiram as recomendacdes do fabricante e os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetacao.

Concentracao inicial

Tratamentos Descricao Dofiee(sge:;ueﬁg/kg do isolado (UFC/g
ou UFC/mL)
Tl Controle - -
T2 B. methylotrophicus 1 1x10°
T3 B. methylotrophicus + B. subtilis 1+1 1x10°*3x10°
T4 T. asperellum + B. 1+1 1x10'0+ 1x10°
methylotrophicus
T. asperellum + B. subtilis + B. 1x10"°+ 3x10° +
5 methylotrophicus I+1+1 1x10°

Fonte: a autora

As raizes de cada parcela experimental foram coletadas sem eliminar o solo adepto. No
intuito de recuperar o B. methylotrophicus, todas as raizes foram acondicionadas em meio Luria
Bertani (LB) por 24 horas sob agitacao a 180 rpm sendo este empregado para o isolamento do
DNA. Foi utilizado o protocolo fenol-cloroférmio ja descrito previamente por CHENG e
JIANG (2006), porém com algumas modificagdes padronizadas no laboratorio (SILVA, 2021).
A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8% corado com GelRed® 1X (Biotium)
e visualizado em transiluminador (Loccus Biotecnologia). A quantificagdo foi conduzida em

espectrofotometro a 260 nm e 280 nm (SHIMADZU UV-1280).

3.2 PCR convencional para ensaios qualitativos

Para a PCR qualitativa convencional foi, primeiramente, avaliada a amplificagdo do
gene 168, estabelecido como referéncia, de modo a comprovar a presenca dos microrganismos
de interesse na amostra de estudo. Os oligonucleotideos foram desenhados para o género
Bacillus (Forward: 5S’TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGS’ e Reverse:
5’CGGCACCGAAAGACCAATCC3’) e as reagdes preparadas com 200 ng de DNA
genodmico; GoTaq® Flexi Buffer 1 x (PROMEGA™), 200uM de dNTPs (PROMEGA™);
0,25uM de cada oligonucleotideo; e 1 U de GoTaq® Flexi DNA polimerase (PROMEGA™).

O volume foi completado com agua ultrapura para 20uL. A PCR foi realizada em um
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termociclador (Applied Biosystems) com desnaturagdo inicial a 95 © C por 5 minutos seguida
de 35 ciclos de desnaturagao a 94 ° C por 40 segundos, anelamento a 59 °C por 40 segundos e
extensdo a 72 ° C por 50 segundos. Foi incluida uma extensao final de 72 ° C por 10 minutos.
Os amplicons foram resolvidos em gel de agarose na concentracdo de 1,5% corado com
GelRed® 20X (Biotium™) e visualizado em transiluminador (Loccus Biotecnologia).

Para a amplificacdo especifica de B. methylotrophicus foram utilizados dois pares de
oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene Metiltioribulose-1-fosfato desidratase
(MtnB) nomeados COMBI1 (Forward: 5’ATCCTTTGACAATAAGC3® e Reverse:
5’CGTTCAAGCGCGGTCGTTA3’) e COMB3 (Forward:
5’CGCCTGTGACGGAGACTGTA3’ e Reverse: S’CGTTCAAGCGCGGTCGTTA3’). As
condi¢cdes das reagdes foram as mesmas estabelecidas para o gene 16S. A especificidade dos
oligonucletideos foi avaliada em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa apresentado no
trabalho de Silva (2021), onde foram realizadas comparacdes entre cepas de espécies diferentes
de bacillus fornecidas pela empresa, além do proprio B. subtilis utilizado no presente trabalho,

de modo que, os marcadores se mostrem especificos ao material em estudo.

3.3 Construciio da curva padrio absoluta e ensaios de qPCR

Para os experimentos de qPCR foram utilizados os oligonucleotideos COMB3 e a curva
padrdo absoluta construida. Inicialmente, utilizando uma cepa de B. methylotrophicus fornecida
pela empresa parceira, foi realizada a PCR convencional conforme parametros descritos no
topico anterior. O produto amplificado de 289pb foi purificado utilizando o kit QIAquick® Gel
Extraction Kit (Qiagen Hilden, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. O
material foi quantificado em espectrofotdometro (Bel Photonics UV MS51) e o numero de

copias/uL  de DNA de B. methylotrophicus foi calculado pela formula

6,022+1023+[DNA]
numero de pares de basex(6,58+«102)

derivada de Godornes et al., 2007, com algumas adaptagdes.

Foram, entdio, realizadas as dilui¢des em série do material variando de 1 x 10? a 1 x 107 cdpias
de DNA/uL.

Quatro repeticdes referentes a cada dilui¢do foram incluidas nas placas e os valores Cq
foram retratados graficamente versus o logaritmo dos ntimeros de copias de DNA molde iniciais
analogos. A curva padrdo absoluta foi construida através do coeficiente de correlagao (R?) dos

alvos tragados.
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Para a qPCR foram preparadas reagdes contendo 200 ng de DNA gendmico; SuL de
PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific Inc.)
e 1uM de cada par de oligonucleotideos. O volume foi completado com agua ultrapura para
10uL. A ciclagem em foi conduzida em termociclador SetpOne Plus (Applied Biosystems) e
consistiu em uma desnaturacdo inicial por 10 min a 95 ° C, seguida por 40 ciclos de
desnaturagdo por 15 s a 95 © C e etapa de anelamento-extensao por 1 min a 60 © C. Também foi
incluida a curva de dissociacdo com gradiente de temperatura de 0,5 © C/s de 60 a 95 ° C para
confirmar amplificagdes inespecificas e formag¢ao de dimeros. Esses foram os parametros

utilizados para a curva padrdo e para a analises das amostras.

3.4 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade, normalidade, independéncia
de residuos e analise de desvio. Para os elementos adquiridos no ensaio, o modelo que melhor
se adequou com alta acuracia conforme o critério de informag¢do de Akaike (AIC) foi o
binominal negativo, ajustado do modelo linear generalizado (GLM). As médias dos tratamentos
foram comparadas utilizando o teste de Tukey, sendo que, para esse modelo, GLM ¢ Dm = 2
(loge Ls - loge Lm), onde, segundo Portet (2020) o objetivo do método LS € encontrar valores
de pardmetros do modelo que minimizem a distancia entre os dados e a saida do modelo e Ls ¢
a probabilidade maximizada sob um modelo saturado. Para o presente estudo, as analises
estatisticas foram executadas por meio do pacote R multicomp com um nivel de significancia

acertado em o = 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de agentes de biocontrole no cultivo de soja tem como premissa basica sua
colonizagdo bem-sucedida no ambiente rizosférico, para que esses microrganismos possam
proteger e promover o crescimento da cultivar. A espécie B. methylotrophicus tem se destacado
no tratamento dessa Fabaceae e sua identificagdo e quantifica¢do sdo essenciais para retratar a
qualidade do microbioma do solo (JEMIL et al., 2017). Nesse contexto, o objetivo do presente

estudo foi demonstrar, por meio de métodos moleculares, a presenca de B. methylotrophicus
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em raizes de soja em diferentes sistemas de tratamento, para que, assim, possam ser
estabelecidas estratégias otimizadas de seu manejo.

Foram adotados cinco tratamentos das raizes de soja (conforme Tabela 2) e, em um
primeiro momento, foi verificada a presenca do gene 16S com oligonucleotideos desenhados
para o género Bacillus. De fato, as sequéncias génicas relativas ao rDNA s3o altamente
conservadas dentro de organismos vivos do mesmo género (WOESE; KANDLER; WHEELIS,
1990) e o gene 16S ¢ particularmente util na identificacao de bactérias incomuns com acuracia
de 90% nos estudos em nivel de género (WOO et al., 2008). Portanto, a detec¢do da banda
esperada de 169 pb em todas as amostras valida o método de extracdo adotado e confirma a

presenga de Bacillus nos tratamentos realizados (Figura 3).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% demostrando a amplificagdo do gene 16S
utilizando oligonucleotideos especificos ao género Bacillus. Todos os tratamentos demostraram
amplificacdo do fragmento esperado de 169 pb. M: Marcador de peso molecular de 100 pb; T:
tratamentos. O primeiro nimero indica o tratamento realizado e o segundo nimero sua repeticao
(replicata). Beo: controle negativo da reacdo; E: segundo controle negativo.
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169pb

Fonte: a autora
Os métodos de identificacdao e quantificacao de microrganismos dependente de cultura
sdao limitantes para alguns grupos, como os do género Bacillus, devido a alta similaridade
morfologica entre as diferentes espécies (MCSPADDEN GARDENER, 2004). Nesse contexto,
a notagdo dos genomas bacterianos permite que os cientistas explorem técnicas moleculares,

conhecidamente sensiveis, especificas e robustas. De fato, a PCR, fornece uma visao tnica
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sobre a riqueza, composicdo e estrutura da comunidade microbiana (FATIMA; PATHAK;
VERMA, 2014). Estratégias baseadas em biologia molecular, como as adotadas no presente
estudo, demonstram a precisao necessaria ¢ fornecem informagdes importantes para elucidar,
indiretamente, as interagdes no ambiente de interesse.

Foram escolhidos dois pares de oligonucleotideos especificos para o gene MnB
previamente desenhados pelo grupo de pesquisa. Este gene se refere a via de recuperagdo de
metionina, que, segundo Kang et al. (2013), ¢ encontrada em todos os organismos, de bactérias
a plantas e animais. Seu papel € reciclar a 5'-metiltiadenosina (MTA), a qual ¢ um subproduto
do processo de sintese de metionina a partir de poliamina. MtnB ¢ a terceira enzima na via e
catalisa a desidratacio de MTRu-1-P (5-metiltioribulose-1-fosfato) para DK-MTP-1-P (2,3-
diceto-5-metiltiopentil-1-fosfato). A MtnB ¢ uma hidro-liase que recicla o enxofre presente em
MTA (ASHIDA et al., 2008). Os oligonucleotideos nomeados COMB1 foram utilizados para a
amplificacdo do fragmento de 336 pb (Figura 4) por PCR convencional com a separagdo em

eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizacdo no fotodocumentador.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% demostrando amplificagdo da COMBI
utilizando oligonucleotideos especificos ao género Bacillus methylotrophicus. Apenas T31
demostrou amplificacdo do fragmento esperado de 336 pb. M: Marcador de peso molecular de
100 pb; T: tratamentos. O primeiro nimero indica o tratamento realizado e o segundo nimero
sua repeti¢do (replicata). Beo: controle negativo da reacdo; E: segundo controle negativo.

M Ti1 Ti2 Ti3 Ti4 Ti15 Ti6 Ti17 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T31 T32 T33 T34 T35 T36

T37 T41 T42 T43 T44 T45 Td6 T51 T52 T53 T54 T55 Ts6 T57

Fonte: a autora
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Pode-se observar que nao foram constatadas bandas especificas para
B.methylotrophicus entre os diferentes tratamentos, o que exigiu o teste de outros
oligonucleotideos. Nesse contexto, os primers nomeados COMB3 (239pb) também foram

avaliados (Figura 5). Novamente, ndo foram obtidos amplicons especificos.

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% demostrando amplificagdo da COMB3
utilizando oligonucleotideos especificos ao género Bacillus methylotrophicus. Nenhum dos
tratamentos demostrou amplificagdo do fragmento esperado de 289 pb. M: Marcador de peso
molecular de 100 pb; T: tratamentos. O primeiro numero indica o tratamento realizado e o
segundo nimero sua repeticdo (replicata). Beo: controle negativo da reacdo; E: segundo
controle negativo.

M TI11 T12 TI13 T14 T15 T16 _T17 T21 T22 T23 T24 T25 127 T
=i et ST -

L ] - -

M T37 T41 T42 T43 T44 T45 T46 T47 T51 T52 T53 T54 T55 T56 T57

Fonte: a autora

Diversos fatores podem interferir e direcionar uma amplificagdo de DNA de forma bem-
sucedida. Em nosso estudo, a PCR convencional foi utilizada como método qualitativo, pois a
visualizagdo da amplificacdo s6 ocorreu apds o término do processo, através da formagao das
bandas especificas no gel de agarose. Em contrapartida, os ensaios de qPCR podem oferecer
um meio de identificacdo quantitativo com maior sensibilidade e especificidade
(HADJINICOLAOU et al., 2009). De fato, em estudo anterior, COMBI1 se mostrou especifica
a B. methylotrophicus quando realizada através da qPCR (SILVA, 2021). Portanto, inferimos
que os reagentes e a técnica utilizada sdo essenciais para a obtengdo de amplicons especificos.

Por fim, sugerimos que a quantidade de microrganismos de interesse presentes nas amostras
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seja inferior ao esperado e, devido a sensibilidade da qPCR, essa técnica seja recomendada aos
objetivos do estudo.

Primeiramente, construimos a curva padrdo absoluta referente aos oligonucletotidoes
COMB3 (Figura 6). A variagio dos pontos da curva foi estabelecida a partir de 1x10? copias de
DNA/uL até 1x107 copias de DNA/uL de B. methylotrophicus. Obtivemos um R2> 0,991 com
uma eficiéncia de amplificagdo do material de 92,2% e Thereshold estabelecido de 0,238476,
ou seja, na fase exponencial da amplificacdao. Portanto, os dados aqui logrados comprovam a

acuracia da curva padrdo para quantificagao absoluta de amostras desconhecidas.

Figura 6. Curva padrio absoluta para a quantificacio de DNA de B. methylotrophicus

utilizando os primers COMB3.
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Fonte: a autora
Ademais, a especificidade dos marcadores foi igualmente confirmada por meio da
analise de uma curva de dissociagdo. Observamos que a amplificagdo da amostra obteve um
pico apurado em temperatura maior que 81 °C (Figura 7). Além disso, pogos em que nao foi
incluido o DNA nao foi observada amplificacdo, reforcando a otimizagdo dos parametros

necessarios para a condugdo de ensaios de qPCR.

Figura 7 - Curva de dissocia¢do da amplifica¢do referente as amostras de dilui¢do seriada de
B. methylotrophicus com os marcadores moleculares da COMB3.
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Fonte: a autora
O material genético extraido do experimento em casa de vegetacao foi, entdo, submetido
a quantificagdo por qPCR utilizando os oligonucleotideos COMB3 (Figura 8). Os tratamentos
ndo apresentaram normalidade e homogeneidade quanto a quantificacio do DNA/uL de B.
methylotrophicus, sendo que o tratamento T1 (controle) ndo diferiu de T2 (tratamento apenas

com B. methylotrophicus) e de T4 (B. methylotrophicus + T. asperellum).

Figura 8 - Quantificagdo absoluta de DNA de B. methylotrophicus extraido das raizes de soja
mantidas em casa de vegetagdo. T se refere aos tratamentos realizados sendo (T1) Controle,
(T2) B. methylotrophicus, (T3) B. methylotrophicus e B. subtilis, (T4) B. methylotrophicus e T.
asperellum e (T5) B. methylotrophicus, B. subtilis e T. asperellum. Letras diferentes
representam diferenca estatistica.
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Fonte: a autora

Os tratamentos T3 e TS5 diferiram estatisticamente do controle. Estes resultados
evidenciam a importancia de B. subtilis na recuperagdo de uma maior quantidade de DNA de
B. methylotrophicus. Além disso, T3 e TS diferiram pela presenca de 7. asperellum em TS5, o
qual pode ter influenciado negativamente na quantificagdo de B. methylotrophicus. O estudo
desenvolvido por Karuppiah et al. (2019), o qual utilizou 7. asperellum em co-cultivo com B.
amyloliquefaciens, demonstrou a influéncia do perfil metabdlico na populacdo de
microrganismos. Os autores observaram a interacdo competitiva entre 7. asperellum e B.
amyloliquefaciens, o que influenciou na taxa de crescimento, na expressao diferencial de genes
vitais e na presenca de metabolitos durante o processo de fermentagdo realizado. No estudo de
Dunlap et al. (2016) a anélise gendomica comparativa demostrou apenas pequenas diferencas
existentes entre cepas € os genomas de B. velezensis, B. methylotrophicus e B.
amyloliquefaciens. Devido a essa similaridade entre B. methylotrophicus e B.

amyloliquefaciens, sugerimos que a competi¢ao com 7. asperellum possa ter também ocorrido
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no ambiente rizosférico das sojas cultivadas no presente estudo. Nossos dados evidenciam a
importancia de se otimizar a populagdo a ser incorporada em diferentes produtos destinados ao

tratamento dessa leguminosa.

5 CONCLUSAO

A PCR ¢ sensivel e aplicavel a identificacdo de B. methylotrophicus. Contudo, o método
convencional ndo apresentou a acuracia necessaria sendo a qPCR mais adequada para a
quantificagdo molecular de B. methylotrophicus. Ao realizar a quantificacao absoluta do DNA
desse Bacillus em raizes de soja mantidas em casa de vegetacao, observamos a importancia da
associagdo de B. methylotrophicus com B. subtilis ¢ que a influéncia de 7. asperellum precisa
ser amplamente estudada, pois pode interferir diretamente no microbioma do ambiente

rizosférico.
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