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RESUMO

Bactérias do género Bacillus sdo ubiquas na natureza e produzem diversos compostos
antimicrobianos, sendo cada vez mais utilizadas na promocdo do crescimento vegetal, no setor
industrial e também como probiéticos. O objetivo deste estudo foi identificar o isolado Bacillus sp.

1.4 em nivel de espécie, estudar as suas propriedades probidticas e as propriedades como promotor
do crescimento vegetal. O isolado bacteriano foi identificado como Bacillus altitudinis 1.4 pela andlise
da sequéncia do gene 16S rRNA e métricas gendmicas. A substancia antimicrobiana extraida com
butanol inibiu Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Bradyrhizobium japonicum CT 00345 com halos
de inibicdo de 12 e 13 mm, respectivamente. No ensaio de producdo de exopolissacarideos, B.
altitudinis 1.4 apresentou resultado negativo e na avaliagdo da motilidade pelo ensaio de swarming,
halos de 90 mm foram observados em ambas as concentra¢gfes de agar (0,3 e 0,7%). O isolado foi
capaz de solubilizar fosfato inorganico, coexistir com B. japonicum CT 00345 e formar biofilme
guando cultivado em conjunto. Também foi observado que B. altitudinis 1.4 foi parcialmente inécuo,
Seus esporos toleraram a passagem ao trato gastrointestinal, bem como aderiram as células Caco-
2. O isolado foi capaz de se autoagregar e coagregar com patégenos. A analise gendmica revelou
genes potencialmente codificadores de caracteristicas que podem ser benéficas para as plantas,
como (acdS, iaaM, iaaH, ipdC, trpA, B ,C, D, upps, dxr, ispE,F, potA, potD, potE, speB,epsG,
pgaA,B,C,D e exoZ). Também foram identificados genes com caracteristicas probioticas (flgA-L,
motA, B, pgaA-D, luxS). Neste estudo, avaliou-se a expresséo génica de citocinas pro inflamatorias
e anti inflamatérias para diferentes tratamentos. As células vegetativas viaveis de B. altitudinis 1.4,
aumentaram a transcricdo dos fatores pro-inflamatérios, como TNFa, NFk@, TLR2, além de aumentar
também a transcricao de IL-10, indicando a tendéncia de estimular um perfil pré-inflamatério. Diante
dos resultados apresentados, B. altitudinis 1.4 apresentou potenciais de aplicacdo, tanto na area

ambiental, como promotor do crescimento de plantas, como na area de probiéticos.

Palavras-chave: B. altitudinis, expressao génica, promotor do crescimento vegetal, probioticos.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (87 p.) agosto, 2023.
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PROSPECT OF Bacillus altitudinis 1.4 ISOLATED FROM SEDIMENT FROM THE
SOUTHERN BRAZIL REGION — PLANT GROWTH PROMOTION AND PROBIOTIC
POTENTIAL

Author: Priscila Ribeiro Jankoski

Advisor: Prof. Dr. Amanda de Souza da Motta

ABSTRACT

Bacteria of the genus Bacillus are ubiquitous in nature and produce several antimicrobial compounds,
being increasingly used to promote plant growth, in the industrial sector and also as probiotics. The
aim of this study was to identify the isolated Bacillus sp. 1.4 at the species level, to study its probiotic
properties and properties as a plant growth promoter. The bacterial isolate was identified as Bacillus
altitudinis 1.4 by 16S rRNA gene sequence analysis and genomic metrics. The antimicrobial
substance extracted with butanol inhibited Listeria monocytogenes ATCC 7644 and Bradyrhizobium
japonicum CT 00345 with inhibition halos of 12 and 13 mm, respectively. In the exopolysaccharide
production test, B. altitudinis 1.4 showed a negative result and in the motility evaluation by the
swarming test, halos of 90 mm were observed in both agar concentrations (0.3 and 0.7%). The isolate
was able to solubilize inorganic phosphate, coexist with B. japonicum CT 00345 and form a biofilm
when cultivated together. It was also observed that B. altitudinis 1.4 was partially innocuous, its spores
tolerated passage to the gastrointestinal tract, as well as adhered to Caco-2 cells. The isolate was
able to self-aggregate and coaggregate with pathogens. Genomic analysis revealed genes potentially
encoding traits that may be beneficial to plants, such as (acdS, iaaM, iaaH, ipdC, trpA, B, C, D, upps,
dxr, ispE,F, potA, potD, potE, speB ,epsG, pgaA,B,C.D and exoZ). Genes with probiotic
characteristics were also identified (flgA-L, motA, B, pgaA-D, luxS). In this study, we evaluated the
gene expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines for different treatments. Viable
vegetative cells of B. altitudinis 1.4 increased the transcription of pro- inflammatory factors, such as
TNFa, NFkB, TLR2, in addition to also increasing the transcription of IL-10, indicating a tendency to
stimulate a pro-inflammatory profile. In view of the results presented,

B. altitudinis 1.4 showed potential for application, both in the environmental area, as a promoter of

plant growth, and in the area of probiotics.

Key-words: B. altitudinis, gene expression, plant growth promoter, probiotics.

1Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da Salde, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (87 p.) August, 2023.
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1. INTRODUCAO

Bactérias do género Bacillus sdo comuns na natureza e encontradas em
diversos nichos ecolégicos como solo, ar, agua, sedimentos, fezes de animais e em
alimentos. As espécies pertencentes a esse género sao bactérias Gram-positivas em
forma de bastonete, aerdbios ou anaerobios facultativos, formadores de enddsporos.

Este género é amplamente conhecido pelo seu potencial biotecnoldgico em
diferentes areas. No setor agricola, seu uso como estratégia de biocontrole tem
recebido grande atencao, isso porque fornece alternativas seguras, ecologicamente
corretas, duradouras e econdmicas. Algumas espécies do género Bacillus promovem
a saude e o desenvolvimento das plantas, estimulando o seu crescimento, aumento
de nutrientes por meio da sintese de fitohormonios ou pela formacéo de biofilmes e
pela supresséo de doencas nas plantas.

Por sua ampla gama de caracteristicas fisiologicas e producdo de
metabolitos secundarios, as espécies de Bacillus também sdo usadas em outros
setores, sendo reconhecidas como potenciais probidticos. Esses microrganismos
exercem seus efeitos benéficos através de diferentes modos de acao, ja foi relatado
0 Uso na prevencao de diversas patologias, principalmente no sistema gastrointestinal.
Além da modulagdo da resposta imune, foram encontradas propriedades
antimicrobianas, melhora da secrecdo enzimética e aumento da eubiose ao melhorar
a diversidade da microbiota.

Para que os microrganismos sejam considerados probidticos, é necessario
realizar a comprovacdo da sua identidade, da sua seguranca e dos beneficios
oferecidos ao hospedeiro. Para comprovacgao da inocuidade do microrganismo, alguns
pardmetros como suscetibilidade a antimicrobianos, atividade hemolitica e presenca
de genes de viruléncia devem ser avaliados. Além disso, outro aspecto que precisa
ser abordado sdo os mecanismos envolvidos na tolerancia as condi¢des intestinais.
O trato gastrointestinal € um ambiente dindmico, e 0os microrganismos a ele expostos
devem ser capazes de sobreviver a diversas condi¢cdes de estresse, como ambiente

acido, alcalino e a presenca de sais biliares
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no fluido intestinal. Outro fator € a capacidade de adesao, o que vai conferir a
capacidade de colonizar o epitélio intestinal e assim, promover os beneficios
propostos.

Algumas bactérias probidticas exibiram propriedades imunomoduladoras, o
gue é ideal para o tratamento de doencas relacionadas a disbiose associadas a
inflamacdo. Essas bactérias podem equilibrar respostas anti-inflamatérias e pro
inflamatorias, através de diferentes mecanismos sendo um deles a capacidade de
estimular as células a produzirem citocinas, que irdo direcionar o desenvolvimento da
resposta imune.

Diante do exposto, o presente estudo buscou expandir os conhecimentos
guanto ao potencial biotecnoldgico de Bacillus altitudinis 1.4. O isolado foi prospectado
de uma area Umida em 2016 e testado quanto as suas potencialidades, o
microrganismo tem potencial de producédo de substancia antimicrobiana, sendo capaz

de inibir bactérias do género Listeria.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnologico de Bacillus altitudinis 1.4 proveniente de

sedimento de uma area umida no Estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Objetivos Especificos

22.1 Identificar o isolado bacteriano através do sequenciamento
genbmico total;

2.2.2 Avaliar a inocuidade do isolado através de ensaios in vitro e com
a andlise do genoma total;

2.2.3 Avaliar propriedades do isolado bacteriano relacionadas ao
biocontrole de plantas;

224 Avaliar o potencial probiotico de B. altitudinis 1.4, através de

ensaios in vitro e a partir do estudo do genoma,;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Género Bacillus

Bacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales e familia
Bacillaceae.O género foi descrito pela primeira vez em 1.872, e atualmente
compreende mais de 400 espécies, que variam entre espécies patogénicas a
importantes microrganismos produtores de metabdlitos secundarios, usados em
diferentes setores (Dunlap, 2019; LPSN, 2021).

Microrganismos pertencentes a este género sdo Gram-positivos, em forma
de bastonete, aerdobios ou anaerobios facultativos com baixo conteudo de guanina e
citosina (GC), a locomocao geralmente acontece por meio de flagelos, sao
formadores de esporos, que podem ser cilindricos, ovais, arredondados ou em forma
de rim. Em meios néo seletivos, Bacillus spp. geralmente exibem colbnias grandes e
planas e sdo frequentemente beta-hemoliticas. S&o resistentes a condi¢des adversas,
como ao calor, auséncia de agua, radiacdo e produtos quimicos e sdo ubiquos na
natureza (Comba et al., 2018; Fan et al., 2018; Li et al., 2018; Bukharin et al., 2019;
Kuebutornye et al., 2019; Premkrishnan et al., 2021; Thapa et al., 2021). Alguns
estudos demonstraram a capacidade de sobrevivéncia deste grupo de bactérias em
ambientes inGspitos, como em sistemas quentes e salinos, desta forma podendo ser
classificados como termofilicos e halofilicos (Dunlap et al., 2015; Mandic-Mulec et al.,
2015; Verma et al., 2018). Ha também espécies que podem ser classificadas como
psicrofilicas, acidofilicas e alcalofilicas (Liu et al. 2019).

Bacillus spp. sdo conhecidos pela capacidade de sintetizar uma variedade
de moléculas bioativas, incluindo enzimas e peptideos antimicrobianos, sendo desta
forma, de grande interesse das industrias agricolas, alimenticias e farmacéuticas
(Elshaghabee et al., 2017; Ntushelo et al., 2019; Goswami et al., 2019).

No setor agricola, Bacillus spp. vém sendo estudado devido as funcdes
ecoldgicas que este grupo de microrganismos apresenta, como ciclagem de

nutrientes, capacidade de tolerancia ao estresse das plantas e formacdo de



biofiimes (Saxena et al., 2019; Wang et al., 2019). Bacillus inclui as espécies de
bactérias mais abundantes na rizosfera com a capacidade de promover o crescimento
de plantas, e producdo de metabdlitos antibacterianos e antifingicos, além disso,
esses microrganismos sdo reconhecidos como a principal fonte de cepas para
formulacdes comerciais registradas como bactérias biocontroladores na agricultura
(Saxena et al., 2019; Sang-Mo et al., 2019).

A producéo de enzimas liticas por Bacillus spp., vém sendo estudada como
alternativa ao controle de doencas causadas por fungos. As quitinases, glicanases,
lipases e proteases, sdo fundamentais para degradagao de componentes da parede
celular dos fungos como quitina e glicana, além do que, a producédo de quitinase é
indicadora de atividade bioinseticida (Berini et al. 2018; Rishad et al., 2017; Subbanna
et al., 2019).

Na é&rea farmacéutica, Bacillus spp. vém sendo estudado por suas
propriedades farmacoldgicas, antioxidantes e antimicrobianas. Jankoski et al. (2021)
avaliaram bactérias isoladas de areas umidas, no Estado do Rio Grande do Sul,
guanto a producdo de compostos antimicrobianos. Constatou-se que o isolado
Bacillus sp. sed 2.2 foi produtor de compostos antimicrobianos e produtor de enzimas
hidroliticas. O composto antimicrobiano estudado apresentou inibicdo da cepa Listeria
monocytogenes ATCC 7644, além de outras espécies de Listeria.

Rajan et al. (2021) avaliaram bactérias associadas a sedimentos de
mangue a fim de testar suas propriedades farmacoldgicas. Segundo os autores, um
isolado de Bacillus MBMSS5 foi capaz de inibir patdgenos como Vibrio parahemolyticus
MTCC 451, Escherichia coli MTCC 443, Aeromonas caviae MTCC 646, além de
apresentar propriedades anti-inflamatorias contra a enzima pré- inflamatéria induzivel
5-LOX.

Em alguns estudos, isolados de Bacillus vém sendo usados como
probidticos, em diferentes alimentos, como, iogurte, kefir, kimchi, alimentos
fermentados (Sirokou et al., 2019; Ragul et al., 2017; Shivangi et |., 2020; Zhang et al.,
2020; Jeong et al., 2020).



3.1.1 Bacillus altitudinis

A espécie Bacillus altitudinis foi isolada e caracterizada pela primeira vez
em 2006 a partir de amostras de ar coletadas de tubos criogénicos (Shivaji et al.,
2006). Posteriormente, a espécie foi encontrada em outros habitats, como solo,
plantas, animais, sedimento e agua (Yue et al., 2020; Cortese et al., 2021; Esakkiraj
et al., 2012; Ohair et al., 2017; Khan et al., 2022).

B. altitudinis estd inserido dentro de um complexo que consiste nas
seguintes espécies: Bacillus altitudinis, Bacillus australimaris, Bacillus safensis,
Bacillus pumilus, Bacillus xiamenensis, Bacillus zhangzhouensis (Liu et al., 2016).

As principais caracteristicas fenotipicas de B. altitudinis sdo: crescimento
em agar nutriente, apresentando colénias brancas, convexas com margem regular,
medindo de 2 a 3 mm de diametro. A temperatura para seu desenvolvimento é entre
8 e 45 °C, pH entre 5 — 8, e tolera até 2% de NaCl. Apresenta resultados negativos
para atividades de urease e fenilalanina desaminase, reducédo de nitrato a nitrito,
utilizacdo de citrato e teste de Voges-Proskauer e produz acido a partir do manitol
(Shivaji et al., 2006).

Segundo alguns autores, a bactéria B. altitudinis € uma espécie que
engloba cepas que interagem frequentemente com plantas, e essa associagao resulta
em produgcdo de fitohormonios, aumento da nutricdo mineral, inibicdo de
fitopatogenos, producao de siderdforos e também auxiliam as plantas em sistemas de
fitorremediacédo (Kumaravel et al., 2018; Budiharjo et al., 2017).

Na area industrial a espécie foi reconhecida como potencial produtora de
enzimas (Shah et al., 2015; Zhang et al., 2021; Cortese et al., 2021). B. altitudinis pode
ter importante aplicacédo na industria devido a ampla gama de possibilidades em seus
produtos: como na producdo de enzimas xilanoliticas e a reducdo da fitotoxicidade
induzida pelo cobre (Thite et al., 2021; Yue et al., 2021).

Khan et al. (2021) avaliaram a eficiéncia de degradagéo de lignina por B.
altitudinis SL7 isolado de efluente de fabrica de celulose e papel. Os autores relatam

gue o isolado, reduziu a cor e teor da lignina em 26 e 44% respectivamente.



3.2 Potencialidades do género Bacillus

Atualmente, o género Bacillus é utilizado para fins industriais e algumas
espécies sao reconhecidas como seguras, ou seja, ndo apresentam toxinas e nao
sdo patogénicas (Harirchi et al, 2022). A diversidade metabdlica, nao
patogenicidade (exceto para algumas espécies), taxas de crescimento rapido,
notavel resisténcia a condi¢cdes adversas e producdo de varios metabdlitos, como
enzimas, aminoacidos, vitaminas, surfactantes e compostos bioativos, tornam este
microrganismo como potencial candidato em aplicacdes industriais (Sar et al., 2022).
Na industria de alimentos, Bacillus é utilizado em produtos lacteos e
fermentados. As B-glucanases de Bacillus amyloliquefaciens, podem ser utilizadas
na indastria do vinho para reduzir o processo de maturacdo, na producdo de
cervejas, elas sao utilizadas para prevenir “sedimentos” na bebida, e também para
diminuir o teor de gluten em biscoitos (Tille et al., 2014; Ngalimat et al., 2021).

Outras espécies de Bacillus podem hidrolisar diferentes polissacarideos
produzindo diferentes enzimas, utilizadas na industria alimenticia, que sdo usadas na
fabricacdo de glicose concentrada ou xaropes de milho com alto teor de maltose
usados na producédo de doces e sorvetes, adocantes em bebidas (Alagoz et al., 2016).

Na induastria farmacéutica, os microrganismos vém sendo cada vez mais
utilizados na producéo de biofarmacos, e no geral, os antibidticos, sdo um dos
principais produtos farmacéuticos produzidos por microrganismos. O género Bacillus
pode produzir diferentes classes de antibioticos, como, oligopeptideos, peptideos
antimicrobianos e compostos aminoglicosideos (Harwood et al., 2018; Xiang et al.,
2021). Os peptideos antimicrobianos produzidos por Bacillus sdo produtos de
interesse para aplicacbes biotecnoldgicas (Vairagkar e Mirza, 2021). Esse grupo de
microrganismos € reconhecido por produzir peptideos antimicrobianos ha mais de 50
anos, dedicando até 5% de seu genoma a producéo desses compostos (Stein 2005;
Sumi et al., 2015). Guo et al. (2022) estudaram compostos antifungicos produzidos
por Bacillus altitudinis Q7. Os autores relataram que o composto foi eficiente contra

Alternaria alternata, indicando um potencial agente de controle biologico.



3.2.1 Bacillus como promotor do crescimento vegetal

As bactérias que estabelecem colbnias na rizosfera e impulsionam o
crescimento da planta sdo chamadas de rizobactérias promotoras do crescimento da
planta. As cepas bacterianas do género Bacillus estdo entre as bactérias mais
conhecidas (Zhang et al.,, 2016; Saxena et al., 2019; Pranaw et al., 2020). Esses
microrganismos promovem o0 crescimento das plantas por diferentes mecanismos,
direto ou indiretos. Os de ac¢do direta sdo definidos como, o uso de caracteristicas
bacterianas que resultam na promocéo direta do crescimento da planta, incluindo a
fixacdo biologica do nitrogénio, producédo de auxinas, acido indol-3-acético (IAA), acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC deaminase), citocininas, giberelinas,
solubilizac&o de fésforo (Glick et al., 2012; Kudoyarova et al., 2014).

Ja os de mecanismo indireto estéo relacionados com as propriedades das
bactérias em produzirem compostos, como compostos antimicrobianos, sideréforos,
enzimas liticas, que inibem o funcionamento de microrganismos fitopatogénicos
(Cuong e Hoa, 2021; Lipkova et al., 2021; Shahid et al., 2021; Bessai et al., 2022;
Mirskaya et al., 2022).

Os microrganismos podem estimular o crescimento e aumentar a
resisténcia das plantas sintetizando fitohormonios, como: auxinas, etileno, citocininas,
giberelinas (Kang-S et al., 2019). As auxinas incitam a diferenciacdo tecidual, o
alongamento celular e a divisao celular em plantas. Ja as giberelinas sdo uma classe
de hormonios que exercem efeitos profundos no crescimento e desenvolvimento das
plantas (Woodward et al., 2005). As giberelinas atuam no alongamento de raizes e
brotos, germinacédo de sementes, floracao e padrao de frutificagcdo (Radhakrishnan et
al., 2016).

As citocininas desempenham um papel fundamental nos processos
fisiologicos, como a abertura dos estbmatos (para as trocas gasosas da planta), além
disso, participam da fotossintese, divisdo celular, metabolismo de nutrientes (Brenner
et al., 2015).

O uso excessivo de fertilizantes fosfatados convencionais para melhorar a

produtividade agricola, causa poluicdo das aguas superficiais e subterraneas,
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diminuicdo da fertilidade do solo e acumulo de elementos téxicos (Ribeiro et al.
2020).Diferentes microrganismos do solo séo capazes de solubilizar o fosfato insoltvel
do solo e liberar o fosforo soltvel e disponibiliza-lo para as plantas, como é o caso do
Bacillus spp. No trabalho de Maharana e Dahl (2022) os autores obtiveram resultados
positivos ao avaliar a solubilizacdo de fosfato por Bacillus cereus SO0B4, Solibacillus
isronensis SOB8 e Bacillus amyloliquefaciens SOB17.

Em relacdo aos mecanismos indiretos de crescimento de plantas, podemos
citar os sideréforos, que sdo compostos quelantes de metais de baixo peso molecular,
gue em condicOes de ferro limitado, s&o produzidos pelos microrganismos. O ferro
(Fe) atua como um elemento-chave em varios tipos de processos bioldgicos, como,
metabolismo do oxigénio, sintese de DNA e RNA, transferéncia de elétrons e
processos enzimaticos. Os sideréforos tém a capacidade de diminuir a acessibilidade
de Fe para patdgenos, funcionando como agente de biocontrole, ja que os
microrganismos produtores de sideréforos restringem a propagacao de doencas e
promovem o crescimento da planta (Khan et al., 2018; Beneduzi et al., 2012; Goswami
et al., 2016).

O potencial de Bacillus altitudinis HNH7 e Bacillus velezensis HNH9 foi
avaliado quanto as suas caracteristicas como promotoras de plantas. Foram
realizados ensaios in vitro e ambos os isolados apresentaram resultados positivos
para atividade proteolitica, celulolitica e amilolitica e também foram capazes de
produzir sideroforos. (Hasan et al., 2022).

A producao de enzimas liticas é uma caracteristica importante dos agentes
de biocontrole, elas rompem as paredes celulares dos patégenos alvo, alterando a
estabilidade estrutural e a integridade. A quitina € um dos principais constituintes das
paredes celulares dos fungos. Algumas cepas bacterianas podem degradar as
paredes celulares dos fungos produzindo enzimas hidroliticas, incluindo quitinases,
desidrogenases, exo e endopoligalacturonases, lipases, fosfatases, proteases, (-
glucanases, hidrolases, pectinoliases e celulases (Xie et al., 2016).

A capacidade de Bacillus spp. produzir diferentes tipos de compostos
bioativos tem um impacto direto no desenvolvimento das plantas e no rendimento

agricola, aumentando os nutrientes disponiveis para os vegetais. A maioria dos
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nutrientes necessarios € aplicada as plantas por fertilizacdo, contudo, essa técnica
traz um impacto negativo para o meio ambiente (Bhattacharyya et al., 2016), diante
disso, uma das melhores solugdes para uma fertilizagcdo “mais limpa” seria o uso de
fertilizantes a base de bactérias promotoras de crescimento vegetal, como cepas do

género Bacillus (Cimo et al., 2020).

3.2.2 Bacillus no controle biolégico

Segundo Stemberg et al. (2021) controle biolégico é definido como “a
exploracdo de agentes vivos (incluindo virus) para combater organismos nocivos
(pragas e patégenos), direta ou indiretamente, para o bem humano”. Essa estratégia
pode diminuir as perdas de rendimento causadas por doencas foliares, entre outras,
ao passo que ndo apresenta os riscos do controle quimico (Hashem et al., 2019;
Sharma et al., 2020).

Agentes de biocontrole microbiano ajudam a controlar patdégenos de
plantas por meio de diferentes métodos, incluindo inducéo de resisténcia, competicédo
por espaco e nutrientes e outros métodos que envolvem a interrupcao das condicdes
de crescimento necessarias para o crescimento de patégenos. Varios microrganismos
sdo conhecidos por produzir antibidticos, enzimas e varios outros metabdlitos e
compostos que ajudam a controlar patégenos de plantas (Kéhl et al., 2019).

Espécies bacterianas conhecidas como bactérias promotoras do
crescimento de plantas sdo efetivamente usadas como biofertilizantes (Goswami et
al., 2016). Dentre elas, podemos destacar: Agrobacterium radiobacter, Azospirillum
lipoferum, Bacillus licheniformis, B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
pumilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas
syringae, Rhizobium spp., etc. (Kaushal et al., 2017; Khabbaz et al. 2019;
Dobrzynski et al., 2022). No trabalho de Jiang et al. (2018) foi avaliada uma espécie
de Bacillus velezensis para ser usada em biocontrole do patdgeno Botrytis cinerea,
causador da doenca do mofo cinzento na pimenta, os autores relataram que B.

velezensis poderia suprimir o crescimento e a formacdo de esporos de B. cinerea,
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através da secrecao de metabdlitos secundarios.

Pranaw et al. (2020) avaliaram o efeito de bactérias promotoras de
crescimento de plantas no aumento da biomassa de Miscanthus giganteus. No
trabalho os autores observaram um efeito significativo de B. altitudinis KP — 14 nos
parametros: altura da planta, dos caules, folhas e peso seco das raizes. B. altitudinis
KP — 14 apresentou atividade antimicrobiana contra F. culmorum e B. cinerea,
demonstrando que o isolado pode ser considerado um potencial agente de biocontrole
contra esses fitopatdégenos fungicos. No trabalho de Zeng et al. (2021) foi avaliado o
potencial biocontrole do isolado B. altitudinis GLB 197. Os resultados demonstraram

gue o isolado inibiu significativamente o micélio de nove fungos patogénicos.

3.2.3 Potencial probiético de Bacillus sp.

Probioticos s&o definidos como “microrganismos vivos que quando
administrados em doses adequadas, conferem um beneficio & salde do hospedeiro”
(FAO, 2002). Eles sao frequentemente usados para melhorar o equilibrio dinamico da
microbiota intestinal, contribuindo assim, para a saude intestinal (Morkl et al., 2020;
Cui et al., 2020).

Esses microrganismos exercem seus efeitos benéficos através de
diferentes modos de acao e ja se relatou 0 uso na prevencao de varias patologias,
incidindo principalmente nos sistemas gastrointestinal e imunitario (Wieers et al.,
2019; Navarro-Lopez et al., 2019; Emre et al., 2020).

Os mecanismos de acao dos probidticos séo diversos, como: producdo de
substancias antimicrobianas, como acidos organicos ou bacteriocinas, regulacao da
resposta imune através da secrecdo de IgA contra possiveis patdgenos, reduzem o
risco de desenvolver alergia, melhoram a funcéo da barreira da mucosa intestinal,
modulam a expressédo de genes do hospedeiro, liberam proteinas funcionais como
lactase ou enzimas naturais e diminuem a adesdo de patdégenos (Plaza-Diaz et al.,
2019).

Algumas das cepas probidticas mais comumente usadas incluem

membros da familia Lactobacillaceae, incluindo os géneros Lactiplantibacillus,
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Lacticaseibacillus, Lactobacillus e Bifidobacterium spp. (Brutscher et al., 2022). Além
disso, certas espécies de Bacillus foram relatadas como potenciais probiéticos, como
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Bacillus siamensis e
Bacillus subtilis (JezewskaFrgckowiak et al., 2019).

Os esporos de espécies de Bacillus sdo considerados responsaveis pela
germinacdo ou persisténcia no intestino delgado e modulacdo das condicdes
intestinais (Bernardeau et al., 2017 ). Essas caracteristicas probioticas sao especificas
da cepa e variam entre as cepas.

A Organizacédo das Nac¢des Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO)
e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2020) forneceram diretrizes para a
avaliacdo da seguranca dos probibticos usados em alimentos. Nomeadamente é
recomendado que as cepas probidticas sejam caracterizadas por uma série de testes
(a especificidade da cepa esta ligada aos efeitos probioticos) que irdo determinar
possiveis riscos a saude. Os testes incluem, resisténcia a antibidticos, atividades
metabolicas probioticas, producao de toxinas, atividade hemolitica.

Além da seguranca, outro aspecto a ser abordado sdo os mecanismos
envolvidos na tolerancia as condi¢des intestinais humanas durante a selecdo de uma
cepa probidtica. O trato gastrointestinal € um ambiente dinamico, e 0s microrganismos
a ele expostos, devem ser capazes de sobreviver a diversas condicdes de estresse,
como o ambiente extremamente acido, o ambiente alcalino e a presenca de sais
biliares no fluido intestinal (Alp e Hakan, 2019).

Geralmente se considera que, para aplicagdo em produtos alimenticios, os
probidticos precisam ser capazes de sobreviver até que tenham alcancado a parte do
trato gastrointestinal em que exercerdao seus supostos efeitos no intestino (Breyer et
al., 2020).

Jeon et al. (2017) investigaram as propriedades probidticas da bactéria
Bacillus subtilis P223, isolado de kimchi. Os esporos da bactéria apresentaram alta
tolerancia ao suco gastrico e sais biliares, além de aderéncia as células intestinais e
capacidade de autoagregacao.

Bacillus paralicheniformis (SN-6) derivado do ramen de bufalo foi
avaliado quanto as suas propriedades probiéticas. O isolado exibiu tolerancia a
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simulacao do trato gastrointestinal, além de ser in6cuo (Yang et al., 2022).

Zeng et al. (2022) avaliaram o potencial probidtico de dois isolados de
Bacillus licheniformis e dois isolados de Bacillus altitudinis. De acordo com os autores,
0s quatro isolados apresentaram tolerancia a acidos e a bile, além de hidrofobicidade,
autoagregacao e sensibilidade aos antibioticos testados, caracteristicas importantes
para cepas potenciais probidticas. Mukherjee et al. (2016) avaliaram o potencial
probiético Bacillus stratosphericus, B. aerophilus, B. licheniformis e Solibacillus
silvestres. O estudo revelou propriedades probioticas destas bactérias, além de exibir

atividade antagonista contra patégenos de peixes.

3.3 Aplicacéo de probiotico de Bacillus em ragbes

Os aditivos alimentares e suplementos nutricionais estdo ganhando cada
vez mais importancia na industria, bem como nos sistemas de saude, devido
ao seu amplo espectro de impactos benéficos, como promocédo do crescimento e
producéo, aprimoramento imunolégico e protecdo da saude (Alagawany et al., 2018;
Farag, et al.,, 2019). Fatores ndo nutricionais como higiene, processamento dos
ingredientes da racdo, temperatura ambiente, saude animal e composicdo genética
tém impacto no desempenho do animal (Chlebicz & Slizewska, 2020; Mohamed
et al., 2019).

Os aditivos alimentares utilizados na alimentagdo de aves, com o objetivo
de promocdo de crescimento, sdo antibibticos, probidticos, oligossacarideos,
enzimas e acidos organicos (Bin-Jumah et al., 2020; Elgeddawy et al., 2020).
Desde a década de 1940, os antibidticos sdo amplamente utilizados para
construir a imunocompeténcia das aves contra doencas infecciosas e como
promotores de crescimento, contudo, o uso dessas drogas, pode levar ao
desenvolvimento de bactérias resistentes e que podem ser transferidas
geneticamente. Diante disso, 0 uso de probioticos surge como uma alternativa a
substituicdo dos antimicrobianos. Bilal et al. (2021) avaliaram o impacto dos
probidticos de B. pumilus e B. subtilis na diversidade e maturidade microbiana na

microbiota cecal em diferentes fases da vida em frangos de corte. Os resultados
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mostraram uma melhora da diversidade bacteriana em aves mais jovens e que 0s
probidticos auxiliam a microbiota cecal a atingir a maturacao precoce (14° dia) através
de um aumento na abundancia de membros de determinadas familias bacterianas. Os
beneficios dos probidticos se estendem a outros grupos de animais como os leitbes,
Lee et al. (2014) demonstraram que a suplementacao de cepas probioticas de Bacillus
poderia melhorar o desempenho de crescimento, reduzir a incidéncia de diarreia e
melhorar a morfologia intestinal em leitdes desmamados. He et al. (2020) avaliaram
duas espécies, B. subtilis DSM 32540 e B. pumilus DSM 32539 no desempenho de
crescimento, diarreia, saude intestinal, microbioma e imunidade sistémica de leitdes
desmamados experimentalmente infectados com E. coli enterotoxigénica (ETEC). Os
autores relataram que a suplementacdo melhorou a desempenho do crescimento,
aliviou a gravidade da diarreia, melhorando a saude intestinal e reduziu a inflamacéao
sistémica de leitdes infectados com a cepa patogénica.

Diferentes estudos em suinos e aves demonstraram que 0s probioticos
ajudaram a desenvolver uma microbiota saudavel, impedindo a adesao de patégenos
e a regulacdo do sistema imunologico (Wang et al., 2019; Chance et al .,
2021).

3.4 Sequenciamento genbmico de isolados de Bacillus com

potencial probiético

As tecnologias de sequenciamento de alto rendimento e analises in silico
vem sendo aplicadas com sucesso ha identificacdo de cepas potencialmente
probidticas e na identificacdo de seus genes. Além disso, a tecnologia de alto
rendimento pode conduzir a analises mais abrangentes, como 0s potenciais
mecanismos probidticos de uma cepa (Li et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Diversos estudos sobre as espécies de Bacillus e seu potencial probidtico
foram realizadas utilizando ferramentas in vitro e in vivo, contudo, o sequenciamento
completo do genoma pode fornecer dados adicionais na investigacdo de mecanismos

potenciais do microrganismo probidtico. Diante disso, métodos
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convencionais, como o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, foi gradualmente
substituido pelo sequenciamento genémico (Mardis, 2013 ).

Esta nova abordagem provou identificar com precisao e diferenciar
efetivamente as espécies de Bacillus, o sequenciamento genémico compara a
sequéncia anotada com um banco de dados conhecido, como o NCBI, calculando o
valor de Identidade Nucleotidica Média (ANI) e/ou realizando a hibridacdo DNA- DNA.
De acordo com Khullar et at. (2022) os resultados do estudo gendmico melhoraram a
analise das espécies de Bacillus e sua capacidade probidtica.

No estudo de Sam-on et al (2023) foi realizada uma mineracdo do genoma
de B. velezensis paa rmarcadores probidticos e metabdlitos secundarios com
propriedades antimicrobianas. Os autores relataram que foram identificados cinco
grupos de metabdlitos secundarios, além de genes de adeséo, com tolerancia a acidos
e sais biliares. J& no estudo de Pereira et al. (2019) foi possivel identificar sequencias
codificadoras envolvidas na biossintese de antibioticos policetideos e peptideos.

Saroj et al. (2023) avaliaram o genoma da cepa B. clausii 088AE, foram
identificados genes de resisténcia a antimicrobianos, como: resisténcia a beta-
lactamase, resisténcia a vancomicina, a eritromicina, contudo, ndo foi identificado
nenhum elemento mével. Além disso, foram identificados genes para tolerancia a

acidos e sais biliares, adesao e resisténcia ao estresse ambiental.

3.5 Imunomodulacao e probidticos

Quando se fala de imunomodulacdo e probidticos, é indispenséavel
mencionar o sistema intestinal e a microbiota que o compde, sendo assim, a acao do
sistema imunoldgico intestinal deve ser equilibrada para manter a homeostase (Wong-
Chen et al., 2021). A microbiota € o conjunto de microrganismos comensais,
residentes no organismo, que auxiliam no funcionamento dos érgaos e sistemas. O
papel que a microbiota desempenha na manutencédo da saude ¢ amplamente aceito,
principalmente no sistema gastrointestinal, onde € fundamental para imunidade,

desenvolvimento e conversao de nutrientes (Piccioni et al., 2021).
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Cepas bacterianas especificas podem atuar no ambiente luminal do
intestino, na barreira da mucosa intestinal e podem regular o sistema imunol6gico da
mucosa. Os probioticos podem afetar diferentes células envolvidas na imunidade
inata e adquirida, como, monacitos, células Natural Killer (NK), macrofagos, linfocitos
e ceélulas epiteliais. Em particular, eles podem ativar 0s receptores de
reconhecimento de padrées (RRPs) expressos em células imunes e néo
imunes. Entre os RPPS, os TLR sao os mais estudados, eles agem principalmente
para iniciar uma resposta imune, e a inflamacdo é uma atividade de resposta,
induzindo a expressao de genes necessarios para a inflamacéo (Rohith et al., 2023).
Os macroéfagos no intestino desempenham um papel fundamental no
aumento da inflamacdo apds uma infeccédo ou na diminuicdo da inflamacédo (Lee et
al., 2019). No estudo de Pradhan et al. (2016) células vegetativas de B. clausii MTCC-
8326 induziram uma resposta inflamatéria em células de macrofagos murinos RAW
264.7.
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7. CONCLUSAO

Com o presente estudo, foi possivel a identificacdo do isolado B. altitudinis
1.4, o qual apresentou caracteristicas vantajosas tanto para a area ambiental, como
na area de probibticos/paraprobibticos.

O isolado demonstrou ser capaz de se aderir a células Caco- 2, sugerindo
capacidade de adesdo ao tecido do TGI e potencial colonizacdo do mesmo, bem
como, a capacidade de autoagregacdo e também de se coagregar com
microrganismos patogénicos, impedindo a ligacdo dos mesmos ao tecido do
hospedeiro.

Outra importante caracteristica observada em B. altitudinis 1.4 € a sua
capacidade em tolerar as condi¢cdes adversas do TGI, caracteristica essencial para
microrganismos probioticos. Também foi possivel observar que tanto as células
vegetativas viaveis e inativadas, e 0s esporos viaveis e inativados de B. altitudinis
1.4 apresentaram capacidade imunomoduladora.

Na area ambiental, B. altitudinis 1.4 foi capaz de coexistir com o isolado
B. japonicum CT 00345, esta aplicacdo poderia ser vantajosa para o cultivo de soja,
sendo de grande importancia econémica para o Brasil, uma vez que é considerado o

maior produtor mundial de soja.
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