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RESUMO

Com o aumento populacional e a crescente preocupacdo ambiental, as praticas de agricultura
sustentavel tém se tornado cada vez mais relevantes. Este estudo avaliou o potencial de 13 cepas
de Bacillus thuringiensis (Bt), oriundas do Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na promogéo do crescimento vegetal por meio da
producdo de &cido indolacético (AlA), priming de sementes e atividades enzimaticas. Foram
analisadas a capacidade de sintese de AlA, o efeito sobre a germinagdo de sementes de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom e a atividade enzimética (proteolitica, amilolitica, celulolitica,
lipolitica e solubilizacdo de fosfato). A producdo de AlA foi determinada por colorimetria; o
priming foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes; e as
atividades enzimaticas foram avaliadas por meio da formacdo de halos em meios seletivos. A
analise estatistica incluiu ANOVA e comparacdo de médias pelos testes de Scott-Knott e Tukey
(p <0,05). Os resultados mostraram que algumas cepas apresentaram elevada producéo de AlA,
promoveram a germinagao das sementes e expressaram atividades enzimaticas distintas, com
destaque para a atividade proteolitica. Esses dados indicam que determinadas cepas de Bt
possuem potencial como bioestimulantes agricolas sustentaveis.

Palavras-chave: Agricultura Sustentavel, Bacillus thuringiensis, acido indolacético, priming
de sementes, atividade enzimética, bioestimulantes agricolas.



ABSTRACT

With population growth and increasing environmental concerns, sustainable agricultural
practices have become increasingly relevant. This study evaluated the potential of 13 strains of
Bacillus thuringiensis (Bt), obtained from the Central Laboratory of Molecular Biology
(LCBM) at the Federal University of Lavras (UFLA), in promoting plant growth through the
production of indole-3-acetic acid (IAA), seed priming, and enzymatic activities. The analysis
focused on the strains’ ability to synthesize IAA, their effect on the germination of Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom seeds, and their enzymatic activities (proteolytic, amylolytic,
cellulolytic, lipolytic, and phosphate solubilization). IAA production was determined by
colorimetry; seed priming was conducted in a completely randomized design with three
replicates; and enzymatic activities were assessed by halo formation on selective media.
Statistical analysis included ANOVA and mean comparisons using Scott-Knott and Tukey tests
(p £0.05). The results showed that some Bt strains produced high levels of IAA, promoted seed
germination, and expressed distinct enzymatic activities, with emphasis on proteolytic activity.
These findings suggest that certain Bt strains have potential as sustainable agricultural
biostimulants.

Keywords: Sustainable agriculture, Bacillus thuringiensis, indole-3-acetic acid, seed priming,
enzymatic activity, agricultural biostimulants.



INDICADOR DE IMPACTO

A pesquisa sobre a caracterizacdo de cepas de Bacillus thuringiensis e seus efeitos na promogéo
do crescimento do tomateiro (Solanum lycopersicum Micro-tom) apresenta um impacto
abrangente em diversas areas. As cepas bacterianas estudadas no Laboratério Central de
Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) possuem grande
potencial para contribuir com avancos cientificos e aplicados. No aspecto social, essa pesquisa
pode ajudar a garantir a seguranca alimentar ao promover o aumento da produtividade agricola
de maneira sustentavel, possibilitando o cultivo de plantas mais resilientes e adaptaveis a
diferentes condi¢cdes ambientais, incluindo situacfes de estresse hidrico e nutricional. Além
disso, estimula a aceitacdo da biotecnologia na agricultura, incentivando préaticas agricolas
inovadoras e ambientalmente responsaveis entre os agricultores. O uso desses microrganismos
benéficos como bioestimulantes pode reduzir significativamente os custos com fertilizantes e
defensivos quimicos, tornando a producdo agricola mais acessivel e economicamente viavel,
especialmente para pequenos e médios produtores. Sob a dtica da sustentabilidade e do meio
ambiente, contribuindo para a reducgdo da contaminacao do solo e da &gua, além de favorecer a
biodiversidade do ecossistema agricola. Além disso, fortalece a pesquisa cientifica aplicada a
agricultura, incentivando avancos na biotecnologia e na microbiologia agricola. Dessa forma,
0 estudo tem o potencial de gerar impactos positivos de longo prazo, contribuindo para a
seguranca alimentar, o desenvolvimento sustentavel e a inovacdo tecnoldgica na agricultura
moderna.



IMPACT INDICATORS

The research on the characterization of Bacillus thuringiensis strains and their effects on
promoting the growth of tomato plants (Solanum lycopersicum Micro-Tom) presents a broad
impact across various areas. The bacterial strains studied at the Central Laboratory of Molecular
Biology (LCBM) of the Federal University of Lavras (UFLA) have great potential to contribute
to both scientific and applied advancements. From a social perspective, this research can help
ensure food security by promoting increased agricultural productivity in a sustainable manner,
enabling the cultivation of more resilient and adaptable plants under different environmental
conditions, including water and nutrient stress. Furthermore, it encourages the acceptance of
biotechnology in agriculture by promoting innovative and environmentally responsible farming
practices among producers. The use of these beneficial microorganisms as biostimulants can
significantly reduce costs associated with chemical fertilizers and pesticides, making
agricultural production more accessible and economically feasible, especially for small and
medium-sized farmers. In terms of sustainability and the environment, this approach contributes
to reducing soil and water contamination while supporting biodiversity within agricultural
ecosystems. Additionally, it strengthens applied scientific research in agriculture, fostering
progress in biotechnology and agricultural microbiology. Thus, this study holds the potential to
generate long-term positive impacts, contributing to food security, sustainable development,
and technological innovation in modern agriculture.
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1. INTRODUCAO

A busca por alternativas sustentaveis para aumentar a produtividade agricola tem se
intensificado devido aos desafios pelas mudancas climaticas e & necessidade de reduzir a
dependéncia de fertilizantes e defensivos quimicos. Nesse contexto, microrganismos
promotores de crescimento vegetal tém sido amplamente estudados como solucGes
promissorias para estimular o desenvolvimento das plantas por meio de diversos mecanismos,
incluindo a producéo de fitorménios, solubilizagdo de nutrientes e atividade enzimatica (Paul
et al., 2022; Raj & Raj, 2019).

As préticas agricolas geralmente dependem de fertilizantes e pesticidas sintéticos que
podem ter efeitos adversos sobre humanos, animais e 0 meio ambiente (Leibman-Markus et al.,
2023). Para minimizar esses impactos, cientistas estdo engajados em encontrar alternativas para
a producdo agricola que sejam menos dependentes de insumos quimicos (Jannat et al., 2024).

Representantes do género Bacillus foram reconhecidos como microrganismos de
importancia agricola, atuando como potentes agentes de biocontrole e rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal (Habibi et al., 2023; Jannat et al., 2024; Miljakovi¢ et al., 2024). Essas
rizobactérias promovem o crescimento de forma direta ou indireta por meio de diversos
mecanismos de acdo, incluindo fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, biossintese
de fitormdnios, producdo de antibidticos, enzimas hidroliticas e sideréforos, além da inducéo
de resisténcia sisttmica em plantas (Hernandez-Huerta et al., 2023; Matos et al., 2017; Peterson
et al., 2023; Yamamoto, 2022).

O Bacillus thuringiensis (Bt), tem sido investigado ndo apenas pelo seu potencial
biocontrolador, mas também pelo seu papel como promotor do crescimento vegetal, pois
algumas cepas de Bt sdo capazes de produzir acido indolacético (AlA), um dos principais
fitormdnios envolvidos na regulacdo do crescimento das plantas, promovendo o alongamento
celular e o desenvolvimento radicular (Azizoglu et al., 2023; Ganesh et al., 2024; X. Li et al.,
2024; Wagi & Ahmed, 2019). Além disso, a aplicacdo de Bt pode influenciar a germinacao das
sementes através do processo de priming, melhorando a tolerancia das plantas aos estresses
abioticos e bioticos (Devika et al., 2021; Habibi et al., 2023; Miladinov et al., 2020).

Outro fator determinante na acdo de microrganismos promotores de crescimento é a
atividade enzimaética, que pode contribuir para a manipulacdo de polimeros organicos e a
disponibilizagdo de nutrientes essenciais as plantas (Jannat et al., 2024). As atividades

proteolitica, amilolitica, celulolitica, lipolitica e esterase tém sido utilizadas como indicadores
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da capacidade dos microrganismos de interagir com a rizosfera e promover beneficios ao
crescimento vegetal (Buzo et al., 2023; STAMFORD et al., 1999; Wang et al., 2021). No
entanto, a variabilidade na expressdo dessas atividades entre diferentes cepas destaca a
necessidade de investigacGes mais planejadas sobre o papel especifico de Bt nesses processos.

O tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) é uma cultura alimentar de
grande relevancia econdmica, que tem sido utilizada como modelo dicotiledoneo ideal para
investigacOes de diversos fendmenos fisioldgicos (Carvalho et al., 2011).

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de diferentes cepas de
Bacillus thuringiensis do LCBM na promoc¢do do crescimento vegetal, analisando sua
capacidade de producdo do AIA, melhorar a germinacdo de sementes do tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) via priming e expressar atividades enzimaticas relacionadas a solubilizacdo
de nutrientes e manipulacdo de compostos organicos. Os resultados obtidos poderdo contribuir
para o desenvolvimento de bioinsumos mais eficientes, favorecendo praticas agricolas

sustentaveis e reduzindo a necessidade de insumos quimicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agricultura Sustentavel para a Seguranca Alimentar

O nuimero da populagdo humana no mundo tende a crescer, e deve atingir dois tergos da
populacéo global até 2030 (Gunapala et al., 2025; Chandio et al., 2024) o que tem sido um
grande desafio para garantir a seguranca alimentar, visto que os nutrientes e a fertilidade do
solo s&o limitados e diminuem com o tempo (Fasusi et al., 2021).

Ap0s a Segunda Guerra Mundial, a agricultura passou por muitas transformacdes, com
um aumento significativo da producéo agricola devido a novas tecnologias, mecanizacdo, uso
intensivo de produtos quimicos e politicas governamentais voltadas para a maximizacao da
produtividade (Dubey, 2025; N. F. Khan & Rehman, 2022; E. Gordon et al., 2023; Matteini et
al., 2025).

O uso de maquinario pesado, produtos quimicos e cultivo intensivo impactou
drasticamente 0 ecossistema, aumentando os niveis de didxido de carbono, intensificando o
efeito estufa e ameacando a estabilidade climética global (Munonye & Eze, 2022; Sahoo et al.,
2025) e como consequéncias surge o esgotamento do solo superficial, a poluicdo das &guas
subterraneas, o colapso de fazendas familiares e o desrespeito persistente as condi¢des de vida
e trabalho (N. F. Khan & Rehman, 2021), a quebra da safra e a inseguranca alimentar induzida
pelo clima podem empurrar as comunidades vulneraveis para a pobreza extrema (Udayanga et
al., 2024).

Segundo S. Kumar & Sindhu (2024),

[...] h& uma necessidade urgente de tecnologias modernas,
econdmicas e ecologicamente corretas para induzir tolerancia a
seca em plantas cultivadas, levando a praticas agricolas
sustentaveis adaptadas ao clima para a producdo sustentada de
alimentos.

A intensificagdo sustentavel da agricultura é aquela capaz de aumentar o rendimento

agricola, ao mesmo tempo em que reduz seu impacto ambiental e assegura a saude dos
ecossistemas de apoio (Teixeira, 2022).

A agricultura sustentavel é uma abordagem de gestdo de recursos gque visa sustentar a
producdo e a eficiéncia agricola ao longo do tempo, a0 mesmo tempo em que garante a
seguranca alimentar, a conservacdo ambiental e o desenvolvimento social em areas rurais
(Asiyat et al., 2024).
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As técnicas de cultivo sustentaveis séo ideais para todos os dominios e produzem varios
tipos de combustiveis, alimentos e fibras, e eles utilizam as mais recentes praticas cientificas
para aumentar a produtividade e diminuir a degradacdo ambiental (Pooniyan et al., 2023).

As praticas agricolas sustentaveis sdo essenciais para atender a demanda de alimentos
da populagdo em constante crescimento, minimizando o impacto no meio ambiente e evitar o
esgotamento dos recursos naturais e garantir o equilibrio dos ecossistemas (Kumar & Sindhu,
2024; Munonye & Eze, 2022).

2.1.1 Microrganismos na Sustentabilidade Agricola

A agricultura moderna tem sido marcada pela introducdo de novas culturas de alto
rendimento, geneticamente melhoradas, e pelo uso intensivo de tecnologias como fertilizantes
quimicos, herbicidas e pesticidas sintéticos. No entanto, esses avangos vém acompanhados de
altos custos produtivos e impactos ambientais significativos, tornando esse modelo
insustentavel a longo prazo (Clagnan et al., 2024).

A crescente demanda por alimentos saudaveis e seguros, reforca a necessidade de
desenvolver sistemas agricolas sustentaveis (Thepbandit e Athinuwat, 2024). Nesse contexto,
0s microrganismos desempenham um papel fundamental, sendo capazes de aumentar a
biodisponibilidade de micronutrientes essenciais para as plantas, contribuindo para a reducéo
da deficiéncia nutricional (Maitra et al., 2022), interagem com diversas plantas cultivadas,
promovendo seu desenvolvimento e conferindo resisténcia contra patdgenos (de Andrade et al.,
2023). Além disso, sdao uma fonte priméria de enzimas hidroliticas, como proteases e lipases,
superando plantas e animais na producao dessas biomoléculas. Entre as enzimas mais relevantes
destacam-se as carboidratases, incluindo amilases e celulases, amplamente empregadas na
degradacdo de compostos organicos (Arbige et al., 2019).

Além de sua importancia para o crescimento vegetal, quando combinados, exercem
funcbes essenciais na biodegradacdo de contaminantes, manutencdo da estrutura do solo,
regulagdo dos ciclos de nutrientes e adaptacdo das plantas a estresses bidticos e abioticos
(Clagnan et al., 2024; Vocciante et al., 2022; Maitra et al., 2022).

O uso excessivo de produtos quimicos pode ameagcar a viabilidade dos microrganismos,
deste modo para minimizar esses impactos negativos, estratégias alternativas, como a aplicagédo
de insumos de origem organica e microbiana, tornam-se essenciais para garantir a

sustentabilidade agricola e a seguranca ambiental (Maitra et al., 2022).
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O impacto dos microrganismos pode ser direto, por meio da mobilizacdo de nutrientes
pouco disponiveis no solo, como fosfatos recalcitrantes, da fixacao bioldgica de nitrogénio e da
producdo de compostos bioativos, como fitohormoénios (auxinas, citocininas e giberelinas).
Além disso, enzimas microbianas, como a 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase,
ajudam a modular a producdo hormonal das plantas, reduzindo os efeitos do estresse e
promovendo o crescimento vegetal (Clagnan et al., 2024; A. R. Khan et al., 2022; VVocciante et
al., 2022).

Diante desse cenario, torna-se essencial a selecdo criteriosa de microrganismos
promissores, aliada ao desenvolvimento de formulagdes eficientes para sua aplicacdo na
agricultura. O uso de abordagens biotecnolégicas pode potencializar os beneficios dos
microrganismos, otimizando sua capacidade de adaptacdo e desempenho no campo (Compant
etal., 2019).

2.2 O Bacillus thuringiensis e Seu Potencial Agricola

2.2.1 Caracteristicas gerais do género Bacillus

As cepas de Bacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas produtoras de esporos com um
longo histdrico de pesquisa (Liu et al., 2023). A maioria das espécies do género Bacillus séo
aerobias ou anaerobias facultativas, e apenas algumas sdo estritamente anaerobias, com excec¢édo
de algumas espécies, como Bacillus anthracis e Bacillus cereus, a maioria dos Bacillus spp.
ndo sdo patogénicos para humanos e outros animais, sendo geralmente considerados seguros
para uso no meio ambiente (Liu et al., 2023). Essas bactérias podem produzir metabélitos
secundarios notaveis e Utis, sendo encontradas em diversos ambientes, como agua, solo,
vegetacao e no trato gastrointestinal de insetos e mamiferos (A. R. Khan et al., 2022; Nicholson,
2002).

Segundo Vojnovic et al. (2024),

[...] embora bactérias Gram-positivas como Bacillus e Streptomyces spp.
sejam amplamente utilizadas na producdo de enzimas industrialmente
relevantes, hd um grande potencial para expandir seu papel na biotecnologia,
elas secretam mdultiplas enzimas hidroliticas, permitindo a degradagdo de
substratos organicos complexos, o que favorece sua sobrevivéncia em
ambientes hostis.

Os membros do género Bacillus ttm uma distribuicdo global devido & capacidade de
seus esporos de resistirem a radiagdo UV, calor, dessecacdo, radiacdo ionizante e produtos
quimicos toxicos (Khan et al., 2022; Tsotetsi et al., 2022; Wagi e Ahmed, 2019) e desempenham
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um papel fundamental na promogdo do crescimento vegetal e na protecdo contra
microrganismos fitopatogénicos (Lu et al., 2021).

Numerosos estudos demonstram que Bacillus pode contribuir para o controle de
doencas, tolerancia ao estresse, absorcdo de nutrientes e aumento da produtividade vegetal e o
seu uso tem sido amplamente explorado na agricultura moderna como agente bioldgico
ecologicamente correto (Hernadndez-Huerta et al., 2023; Peterson et al., 2023; Vlajkov et al.,
2022). O Wang et al., (2020), demonstrou que a inoculacdo de endéfitos em mostarda indiana
aumenta a producéo de biomassa entre 12,0% e 17,4%, além de elevar a absorcao total de metais
pesados entre 24,2% e 32,0%, evidenciando o potencial desses microrganismos na
fitorremediacao.

Na agricultura, o género Bacillus é amplamente utilizado como agente de biocontrole
contra pragas de insetos e fitopatdgenos microbianos, sendo uma alternativa aos agroquimicos
(Herndndez-Huerta et al., 2023; Hussain et al., 2024; Vlajkov et al., 2022). Bacillus cereus (Bc)
e Bacillus thuringiensis (Bt) sdo estudados por suas atividades fungicidas e inseticidas, mas seu
uso como biofertilizantes e agentes de biocontrole contra bactérias fitopatogénicas ainda é
limitado (Hernandez-Huerta et al., 2023).

Bacillus thuringiensis participa da degradacdo de compostos organicos por meio de
enzimas como quitinases, proteases e lipases (STAMFORD et al., 1999). Com vantagens como
reducdo da necessidade de energia, aumento do rendiemento do produto, aumento da eficiéncia
catalitica reducdo de perdas e subprodutos do catalisador (Danilova & Sharipova, 2020).

Microrganismos como Bacillus thuringiensis, Pseudomonas fluorescens e
Trichoderma spp. sdo frequentemente utilizados, pois produzem fitormdnios,
enzimas hidroliticas e sider6foros, além de promoverem a solubilizacdo de
nutrientes (Hernandez-Huerta et al., 2023; Kiani Dehkian et al., 2024).

Desse modo, os Bacillus destacam-se ndo apenas por seu papel fundamental em
processos bioldgicos essenciais, mas também por sua ampla aplicacdo nas industrias
alimenticia, de couro, de detergentes e farmacéutica, consolidando-se como um segmento de

grande relevancia no mercado global de enzimas (Danilova & Sharipova, 2020).

2.2.2 Potencial biotecnoldgico Bacillus thuringiensis (Bt) na Agricultura Sustentavel

Em muitos paises em desenvolvimento, a baixa produtividade agricola é um desafio
devido a problemas fitossanitarios e para fortalecer a seguranga alimentar em condicdes
ambientais, econdmicas e geopoliticas adversas (Gupta et al., 2020), o uso de agentes de

biocontrole microbiano tem se tornado uma alternativa cada vez mais desejavel.
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O Bacillus thuringiensis (Bt) tem recebido maior aten¢do no setor de biotecnologia
vegetal, é usado para produzir plantas resistentes a insetos e biopesticidas (A. R. Khan et al.,
2022).

O Bt é uma bactéria capaz de produzir toxinas Cry, que sdo reconhecidas por suas aces
de biocontrole contra insetos (Bulla, 2025; Suarez-Barrera et al., 2021). As toxinas Bt, como as
proteinas Cry e Citolitica (Cyt), estdo presentes na forma de cristais, com efeitos toxicos em
diversos vetores de pragas (Melo et al., 2016a) e sdo venenosas para lepidopteros, coledpteros
e dipteros, entre outras pragas de insetos (A. R. Khan et al., 2022)..

E o principal microrganismo utilizado no controle bioldgico desde o primeiro relato de
Ishiwata, em 1902, sobre uma infecgdo em Bombyx mori (Azizoglu et al., 2023; Melo et al.,
2016b). Tem sido explorado como fonte genética para o desenvolvimento de culturas
geneticamente modificadas (GM-Bt) (Souza et al., 2018). Ela também é considerada uma
rizobactéria promotora do crescimento de plantas (PGPR), pois possui efeitos benéficos no
crescimento vegetal (Aloo et al., 2019; Suliasih & Widawati, 2020) favorecendo a absorgéo de
nitrogénio e fosforo e estimulam a modificacdo da arquitetura radicular em condicdes de seca
(Jannat et al., 2024; Pathak et al., 2021).

Além de sua atividade biopesticida, Bt produz diversos metabdlitos (Azizoglu et al.,
2023), como a desaminase do &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), &cido indol-3-
acético (IAA), prolina e enzimas solubilizadoras de fosfato, que melhoram o crescimento
vegetal sob estresses abioticos, incluindo salinidade e seca (Arafa et al., 2021; Azizoglu et al.,
2023; Devika et al., 2021).

Estudo desenvolvido por Agunbiade et al., (2024) concluiu que, inoculantes bacterianos
mostraram aumento na biomassa aérea de plantas submetidas a deficiéncia hidrica moderada
em até 89%, sugerindo que podem aumentar a tolerancia a seca e a aquisi¢do de nutrientes,
reduzindo impactos do estresse hidrico.

O Bacillus thuringiensis vai além do seu uso classico como bioinseticida e se destaca
como uma ferramenta valiosa para a agricultura sustentavel. Seu papel na promocao do
crescimento vegetal, melhoria da fertilidade do solo, controle de fitopatdgenos e recuperacao
ambiental reforca sua importancia como um microrganismo multifuncional, contribuindo para

sistemas agricolas mais resilientes e ecologicos.
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2.3 Priming e Seus Efeitos no Crescimento Vegetal

2.3.1 Conceito de priming de sementes e inducao de resisténcia sistémica

O priming de sementes pré-semeadura € um dos métodos usados para melhorar o
desempenho de plantas sob estresse salino, mas seu efeito na fotossintese, rendimento e
qualidade ainda ndo foram bem investigados (Habibi et al., 2023), é um tipo de tratamento de
sementes que emprega entidades bioldgicas, que envolve a hidratacdo de sementes e a
inoculagdo com microrganismos benéficos (Mitra et al., 2021). E um método para sincronizar
culturas fora do campo e retomar sementes armazenadas, melhorando o vigor e permitindo uma
emergéncia rapida e uniforme das plantulas (Granata et al., 2024).

Ele também promove a emergéncia rapida e uniforme, melhora a resisténcia das culturas
em condicdes de estresse e produz beneficios associados em culturas criticas (Arafa et al., 2021;
Aswathi et al., 2022; Devika et al., 2021; S. Kumar et al., 2024; Miladinov et al., 2020; Paul et
al., 2022; Raj & Raj, 2019; V. N. Silva et al., 2023).

O aumento do potencial de tolerancia ao estresse por meio de varias técnicas de
condicionamento de sementes é uma estratégia promissora para mitigar os efeitos prejudiciais
do estresse hidrico no crescimento e na produtividade das plantas (Aswathi et al., 2022;
Miladinov et al., 2020).

Algumas das caracteristicas mais atraentes do preparo de sementes incluem maior
porcentagem de germinacdo, velocidade de germinacdo, brotos e raizes (comprimento, peso
fresco e seco), pigmentos fotossintéticos e algumas outras caracteristicas promotoras de
crescimento (Habibi et al., 2023; Kaushal et al., 2024; S. Kumar et al., 2024; Miladinov et al.,
2020; Mitra et al., 2021; Tarchoun et al., 2024).

O priming de sementes acelera o processo de germinacdo e aumenta a taxa de
emergéncia de mudas, mesmo em condi¢fes climaticas extremas e em solos problematicos
(Arafa et al., 2021; Aswathi et al., 2022; Miladinov et al., 2020).

Vaérias técnicas de priming sdo experimentadas para mitigar o efeito adverso do estresse
hidrico no desempenho da planta, é uma tecnologia sustentavel e de baixo custo que provou ser
de imenso potencial para aumentar a tolerancia a seca e aumentar a produtividade das culturas
(Aswathi et al., 2022; Kaushal et al., 2024).

A preparacdo de sementes € categorizada em diferentes tipos, a saber, hidropriming,
osmopriming, halopriming, Priming hormonal e biopriming, e fornece amplos beneficios a
cultura (S. Kumar et al., 2024; Paul et al., 2022; Raj e Raj, 2019).
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O Hidropriming que consiste na imbebicéo controlada das sementes em agua por um
periodo determinado, seguido de secagem antes da semeadura. Esse tratamento promove a
reativacdo do metabolismo celular sem que ocorra a protrusao da raiz primaria, preparando a
semente para uma germinacdo mais rapida e uniforme (Kaushal et al., 2024). Durante o
processo, ha uma reativagdo de enzimas hidroliticas, que auxiliam na mobilizagdo das reservas
energéticas, além de um aumento na atividade antioxidante, reduzindo os danos oxidativos
causados por estresses ambientais (Granata et al., 2024).

Esse método é amplamente utilizado devido a sua simplicidade, baixo custo e auséncia
de residuos quimicos que possam afetar o meio ambiente (Tanwar et al., 2023). Assim, no inicio
de um ambiente favoravel por meio de chuva ou irrigacdo, as plantas emergidas das sementes
preparadas se recuperam de maneira mais rapida e aprimorada (Aswathi et al., 2022).

Na pesquisa realizada por (Forti et al., 2020), obteve resultados que mostram, o
hidroprimg como consequéncia do aumento significativamente a porcentagem de germinacao
das sementes, enquanto o biopriming resultou em melhor desenvolvimento das plantulas,
representado pelo aumento da biomassa em vez do comprimento das mudas.

O hidroprimng de sementes de arroz melhora efetivamente a porcentagem de
germinacao, encurta o periodo de germinacao e promove o crescimento das mudas, tem impacto
em acelerar o crescimento em condicdes de solo seco, evitando assim os danos causados pela
seca (Choi et al., 2024).

Ja o osmopriming baseia-se na imbebicdo controlada das sementes em solugdes com
potenciais osmoticos negativos, utilizando substancias como polietilenoglicol (PEG), sais
inorganicos (KNOs, CaCl.), agticares ou glicerol (Mamedi et al., 2022). Na presenca de agentes
osmaticos, a quantidade de &gua que entra nas sementes é limitada, mas suficiente para
desencadear o metabolismo pré-germinativo, a taxa e a porcentagem de germinagdo sdo mais
responsivas ao tempo de imersdo do que ao potencial hidrico imposto pelo agente osmotico
(Pagano et al., 2023).

Esse método permite a entrada gradual de agua, prevenindo a ativagdo prematura dos
processos germinativos enquanto estimula mecanismos fisioldgicos associados a tolerancia ao
estresse (Kaushal et al., 2024).

Além de melhorar a germinacao, 0 osmopriming pode aumentar a resisténcia da semente
a estresses abidticos, como seca e salinidade, devido a ativacédo de vias metabdlicas relacionadas
a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs) e enzimas antioxidantes (Lemmens et al.,

2019). Apesar dos beneficios, o osmopriming requer um controle rigoroso do potencial
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osmatico e do tempo de exposi¢do, pois um tratamento inadequado pode levar a inducdo de
estresse osmotico, reduzindo o vigor das plantulas.

O Sghayar et al., (2023), considera o hidrocondicionamento e o priming osmatico serem
eficientes por diminuirem significativamente a gravidade da doenca Aspergillus niger em trigo
(Triticum aestivum L.), em 70,59-75,00% e 64,71-88,33%, respectivamente.

O biopriming combina o processo de embebicdo das sementes com a inoculagéo de
microrganismos benéficos, incluindo bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR),
fungos micorrizicos e actinobactérias (Author, 2020; D. M. M. da Silva et al., 2024b; Forti et
al., 2020; Shaffique et al., 2022; Tarchoun et al., 2024).

Biopriming né&o apenas melhora a germinacéo e o desenvolvimento inicial das plantas,
mas também confere protecdo contra patdgenos do solo e estimula a resisténcia sistémica
induzida (ISR) (Shaffique et al., 2022).

O bio-priming é uma estratégia sustentdvel para a agricultura, podendo reduzir a
necessidade de defensivos quimicos e fertilizantes sintéticos, mas seu sucesso depende da
compatibilidade entre os microrganismos e a cultura-alvo, além da viabilidade da formulacéo
microbioldgica utilizada.

O biopriming aliviou os efeitos negativos da salinidade, das sementes submetidas a
cinco tratamentos de biopriming, na cultura de microalgas particularmente T. harzianum,
Parachlorella sp. + B. subtilis e Parachlorella sp. + T. harzianum, o que levou a altas taxas de
germinacdo e mudas normais (D. M. M. da Silva et al., 2024a).

O haloprimg, as sementes sdo embebidas em solucdes contendo sais inorganicos, por
exemplo, NaCl, KNOs, CaCl,, CaSO4 (Pagano et al., 2023).

O nanopriming, as nanoparticulas (NPs) de 6xidos metélicos, amplamente utilizadas nas
industrias, surgem como ferramentas emergentes para fins de condicionamento de sementes na
agricultura. A aplicacdo de nanoparticulas de selénio e Oxido de zinco (SeNPs, ZnONPs)
durante a embebicdo de sementes de B. napus sob estresse de salinidade mostrou como o
nanopriming foi capaz de modular a expressdo de genes relacionados ao ABA (Pagano et al.,
2023).

As técnicas de preparacdo de sementes podem lidar com condicGes prejudiciais em
terras frageis, como seca, estresse por calor, salinidade, estresse por nutrientes e varios estresses
ambientais (Habibi et al., 2023; Jannat et al., 2024; Miljakovi¢ et al., 2024; Tarchoun et al.,
2024).
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2.3.2 Mecanismos de Acao de Priming em Plantas

O priming de sementes induz uma série de modificacdes bioquimicas e fisioldgicas que
fortalecem a capacidade germinativa e preparam a planta para enfrentar desafios ambientais
(Devika et al., 2021; Kaushal et al., 2024). Entre essas mudangas, destacam-se a ativacao de
enzimas essenciais, a sintese de substancias promotoras do crescimento, 0 metabolismo de
inibidores da germinacdo e o reparo de danos celulares, otimizando a viabilidade e o
desempenho inicial da planta (Devika et al., 2021).

[...] esse processo estimula o metabolismo celular, ativando enzimas, fazendo
o reparo celular, intensificacdo da defesa antioxidante e sintese de proteinas,
contribuindo também diretamente para uma germinagdo mais rapida,
crescimento vigoroso das mudas e maior produtividade da cultura (Paul et al.,
2022).

Segundo Devika et al. (2021) o processo de priming de sementes é dividido em trés
estagios. No primeiro estagio, chamado de embebicdo, a semente absorve rapidamente agua
devido ao seu baixo potencial hidrico. No segundo estagio, conhecido como fase de ativacgdo,
ocorrem diversos processos metabolicos e de reparo celular, como a sintese de proteinas,
formacdo de novas mitocondrias, ativacdo de enzimas e do sistema antioxidante, além da
reparacao do DNA. A embebicéo ¢ interrompida apds essa fase, mas ja hd mudancas celulares
importantes, incluindo divisdo celular, producdo de ATP e antioxidantes. No terceiro estagio,
h& uma nova absorc¢do rapida de &gua e a protrusdo da radicula indica que a semente entrou na
fase de germinacdo, com inicio do crescimento e alongamento celular, como ilustra a Figura 1.

Figura 1: Mudancas bioguimicas interligadas, estimuladas pelo priming da semente
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As sementes submetidas ao tratamento (priming) apresentam germinagdo mais uniforme
devido a ativagdo de enzimas, mecanismos de reparo celular, sintese de proteinas e
fortalecimento das defesas antioxidantes, em comparacdo com sementes ndo tratadas. Além
disso, esse tratamento favorece o acumulo de osmolitos como prolina, glicina-betaina e
poliaminas, resultado de altera¢cdes nos processos metabdlicos e da transi¢do entre os estados
de dorméncia e germinagdo em resposta a hidratacdo das sementes (Marthandan et al., 2020).

conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2: Eventos que ocorrem durante o priming de sementes
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Durante o priming de sementes, ocorrem adaptacdes metabolicas temporarias que atuam
como uma forma de memoria de estresse (Paul et al., 2022), permitindo que lidem com
condicdesprejudiciais, como seca, estresse por calor, salinidade, estresse por nutrientes e varios

estresses ambientais (Marthandan et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sementes de tomateiro

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cv Micro-tom, foram cultivadas em
camara de crescimento da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil, sob
condicdes controladas com temperatura de 26°C + 1°C e fotoperiodo de 16h, onde os seus frutos
foram coletados apds estarem completamente maduros, para a remocdo da polpa e extracdo das
sementes, as sementes foram colocadas em suspensdo em uma solugdo de &gua e fermento
biolégico comercial, Saccharomyces cerevisiae, por um periodo de 2 a 4h, e de seguida as
sementes foram lavadas em agua corrente, selecionadas e mantidas em temperatura ambiente

até completamente secas e foram armazenadas (Pino et al., 2010).

3.2 Cepas bacterianas e Preparacéo de inéculo

Treze (13) cepas pertencentes a espécie Bacillus thuringiensis foram utilizadas neste
estudo, nomeadamente: LCBM1, LCBM2, LCBMS3, LCBM4, LCBM5, LCBM6, LCBM?7,
LCBMS8, LCBM9, LCBM10, LCBM11 e LCBM12, todas fornecidas pelo Laboratério Central
de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Minas Gerais,
Brasil. Além dessas, foi utilizada como controle uma cepa comercial (T24). Todas as cepas
foram fixadas em uma fita, e a pesquisa foi desenvolvida no proprio LCBM/UFLA.

As cepas foram plaqueadas em meio sélido agar Luria-Bertani (LB a 25 g/L) e incubadas
por dois dias a 28 °C. O experimento foi conduzido em duas etapas: na primeira, foram
cultivadas seis cepas (LCBM2, LCBM3, LCBM4, LCBM5, LCBM6 e LCBMY7); na segunda
etapa, foram utilizadas as cepas LCBM1, LCBMS8, LCBM9, LCBM10, LCBM11, LCBM12 e
a cepa comercial T24.

Primeiramente, foram plaqueadas as cepas LCBM2, LCBM3, LCBM4, LCBMS5,
LCBM6 e LCBM7, em meio s6lido agar LB e incubadas por 2 dias a 28°C em uma placa de
petri estéril de 90x15mm, de seguida foi realizado o cultivo de uma colonia Bt da placa para
um Erlenmeyer de 10ml com caldo nutriente LB a 150 rpm e 28°C por 7 horas, em condic¢des
de escuriddo e 15 horas na luz, de seguida 100uL foram pipetados da suspensdo de 10mL para
50ml de LB e foi centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos a temperatura de 25°C, e as células
bacterianas foram ressuspendidas em tampéo fosfato de sédio (100 mM, pesou-se 5,999¢g de

NaH2PO4 para solver 500mL e usou-se 0 NaOH para ajustar o pH para 7,0 £ 0,2). As
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concentracdes bacterianas foram determinadas espectrofotometricamente (GeneQuant pro) e
ajustadas para 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, por dilui¢do com tampao fosfato
em tubos Falcons de 15ml (Aiuchi et al., 2016; Amruta et al., 2019). E 0 mesmo procedimento
foi repetido para o segundo experimento. E essas suspensdes com concentracfes bacterianas

ajustadas a 108 UFC/ml foram utilizadas para experimentos subsequentes.

3.3 Producéo de AIA

No experimento para avaliagdo do Acido indolacético (AlA) nas 13 cepas bacterianas,
foi utilizado a suspensdo mencionada anteriormente, ajustadas para 108 UFC/ml, por diluicio
com tampéo fosfato, onde foram coletados 100uL de concentracBes bacterianas diluidos em
tampao fosfato e foram pipetados em 50ml do meio TSA a 10% (40g L) suplementados com
L-triptofano (1,021gL™?) de seguida foram colocado sub agitacdo a 150rpm por 2 dias,
incubados a 28°C, em 24h foi feita a primeira colheita de 1200uL (em eppendorf) e foi levado
a centrifuga (6000rpm, por 5min, 25°C) e a segunda colheita foi feita ap6s 48h (6000rpm, por
5min, 25°C), e 0 sobrenadante foi utilizado como amostra, cada tubo em duplicata. As solugdes-
padrdo de AIA com concentragdes de 1, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L foram misturadas com o
reagente colorimétrico Salkowski, usado para estimar o AIA (&cido indolacético), que foi
utilizado: 1 mL da amostra foi misturado com 2 mL do reagente de Salkowski (1 mL de FeCls
0,5 M, 50 mL de HCIO4 35%), as amostras foram incubadas por 25 minutos no escuro a
temperatura ambiente, a dgua destilada foi utilizada como amostra em branco e a concentracao
de AIA foi determinada por avaliacdo espectrofotométrica da ODs3o, Seguida de comparagéo
com uma curva padrdo de concentracdo-absorbancia (Glickmann e Dessaux, 1995; Gordon e
Weber, 1950).

Figura 3: Curva Padrao de Concentracdo vs. Absorbancia para AIA
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3.4 Atividade de cepas Bt na promocéao da germinagdo de sementes de tomateiro

Para avaliar os efeitos do priming de sementes do filtrado da cultura de B. thuringiensis
na germinacdo de sementes, realizou-se tratamento bacteriano de sementes de tomateiro, onde
elas foram esterilizadas superficialmente no &lcool 70% por 30 segundos e em Hipoclorito de
sodio a 1% por 15 min e lavado com éagua esterilizada por trés vezes (Carvalho et al., 2011,
Pino et al., 2010), em seguida imerso em filtrado de cultura bacteriana e suspensdo bacteriana.
Apbs 24h, o filtrado da cultura bacteriana (ou suspensdo bacteriana) foi descartado e as
sementes foram secos por 12 horas em placas de Petri estéreis (90x15mm) com papel filtro.
Apos secagem, foram distribuidas 25 sementes em cada placa estéril, germinadas sobre papel
filtro umedecido com uma quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel e por
fim foram levadas ao escuro a 25°C e no quinto dia foi retirado para o fotoperiodo de 16h com
temperatura de 25°C (Pino et al., 2010), e 3 dias ap0s a inoculagdo, a germinacdo das sementes
foi avaliada (Aiuchi et al., 2016).

As sementes foram germinadas sobre papel filtro umedecido com uma quantidade de
agua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. Como tratamento controle, foram utilizadas as
sementes de tomateiro embebidas apenas em tampdo fosfato, meio LB e 4gua (Aiuchi et al.,
2016; Amruta et al., 2019). A avaliacdo foi feita diariamente, durante 14 dias para verificagdo
de porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e posteriormente
comprimento de parte aérea e raiz. Foram utilizadas 3 repeticdes de 25 sementes para cada cepa
de Bacillus thuringiensis (13 cepas), somando 1200 sementes, junto as 3 repeticdes de

controles, distribuidas em 48 placas. A figura 4 indica todos os precedimentos seguidos.

3.5 Atividade enzimatica dos Bts

Ap6s obtencdo das concentracbes bacterianas que foram determinadas
espectrofotometricamente e ajustadas para 108 UFC/ml, por diluicdo com tamp&o fosfato, em
todos os testes 15ul de microrganismos foram inoculados no centro da placa, com uma pipeta
em forma de um pingo, e incubados a 28° C, ap0s 48 horas foram feitas medigdes do didmetro
do halo produzido e da colénia com uma réegua (STAMFORD et al., 1999). Cada teste difere-

se pelo material usado em cada meio.
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a) Atividade enzimética amilolitica

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluigdo com tamp&o
fosfato, foram plaqueadas em meio TSA, incrementado com 0,5% de extrato de levedura, e 1%
de amido solavel (v/v) e incubadas por 48 horas, a uma temperatura de 28°C. Depois de
verificado o crescimento, foram adicionados 10 ml de Lugol (solucdo de iodo), e ent&o feita a
lavagem quase imediata da mesma com agua destilada (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975).

b) Atividade enzimatica celulolitica

As bactérias Bt previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluicdo com tamp&o
fosfato, foram plaqueadas em meio TSA incrementado com 0,5% de extrato de levedura, 1%
de carboximetilcelulose (CMC) e o pH ajustado para 7,0, vertidos em uma placa e em seguida
foram inoculados 15ul de microrganismos no centro da placa, incubadas por 48 horas, a uma
temperatura de 28°C. Apds a verificacdo do crescimento, foram adicionados 10 mL de corante
Vermelho Congo a placa, (por 15 min) e posteriormente foi feita a lavagem da mesma com
NaCl (5M, 15 min) para medigao das zonas de crescimento e halo foi realizada 10 min apo6s a
remocao da solucdo de NaCl (Teather & Wood, 1982).

c) Atividade enzimaética proteolitica

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluigdo com tamp&o
fosfato, foram plagueadas em meio TSA suplementado ap6s a esterilizacdo, com 10% de leite
desnatado, 15ul de microrganismos foram inoculados na placa e incubadas por 48 horas, a uma
temperatura de 28°C (STAMFORD et al., 1999). A avaliacdo da atividade enzimatica foi
realizada com base na aparéncia do crescimento da biomassa e na zona clara ao seu redor
(Vlajkov et al., 2022).

d) Atividade enzimatica lipolitica

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluigdo com tamp&o
fosfato, foram plaqueadas em meio TSA que apos a esterilizagdo foi incrementado com 1%
(v/v) de Tween 20 previamente esterilizado. As bactérias foram incubadas por 48 horas, a uma
temperatura de 28°C (SIERRA, 1956).
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e) Atividade enzimatica esterase em meio TSA

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluigdo com tamp&o
fosfato. Nesse teste, utilizou-se a mesma metodologia empregada da atividade enzimatica de

lipases, porém foi substituido o uso de Tween 20 por Tween 80 (SIERRA, 1956).

f) Atividade enzimética esterase em meio LB

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluicdo com tamp&o
fosfato, foram plaqueadas em meio LB suplementado apds a esterilizagdo com o Tween 80
(SIERRA, 1956). As bactérias foram incubadas por 48 horas, a uma temperatura de 28°C.

g) Solubilizacao de fosfato inorganico

As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluicdo com tamp&o
fosfato, foram plaqueadas em meio de cultura contendo 0,525g de fosfato inorgéanico
(Caz(POa4)2), 8,49 de Dextrose, 0,0525g de Sulfato de Magnesio (MgS0Oa), 1,05g de Cloreto de
Magnesio (MgCl), 0,0425 de cloreto de potéssio (KCI), 0,021g de sulfato de ambnio
((NH4)2S0a4), 8g de agar e 210mL de agua destilada estéril em pH 7,0., apds esfriar as cepas
foram inoculadas no centro das placas de Petri e incubadas a 28 £ 1 °C por 2 dias (Agunbiade
et al., 2024; Matos et al., 2017).

h) Atividade enzimética Fosfato LB
As bactérias previamente isoladas e ajustadas para 108 UFC por diluicdo com tamp&o

fosfato, foram plaqueadas em meio de cultura LB contendo fosfato inorganico (Cas(POa)2) e

foram incubadas por 48 horas, a uma temperatura de 28°C (Matos et al., 2017).
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Figura 4: Procedimentos usados na promogéo da germinacao de sementes de tomateiro
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Legenda: Sementes de tomateiro foram esterilizadas superficialmente e a tratamento bacteriano foi
preparado e as sementes foram imerso no filtrado de cultura bacteriana por 24h suspenséo bacteriana e
foi descartado e as sementes foram secos por 12 horas em placas de Petri estéreis e a avaliacao foi feita
diariamente, durante 14 dias para verificacdo de porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacédo e posteriormente comprimento de parte aérea e raiz.

Fonte: O autor (2024)

3.6 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos dados experimentais foi realizada de forma robusta, com a
aplicacdo de métodos apropriados para garantir a validade e a confiabilidade dos resultados. O
experimento foi conduzido utilizando o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), no qual
foram avaliadas treze cepas de Bacillus thuringiensis e controles, com a medicéo de variaveis
como a producédo de AlA e o desempenho das sementes. O uso de trés repeticdes de 25 sementes
por tratamento garantiu uma amostra adequada para a analise dos efeitos das cepas bacterianas.

Os dados obtidos para cada cepa foram analisados utilizando a ANOVA (Analise de
Variancia), permitindo comparar os efeitos das diferentes cepas e controles sobre as variaveis
dependentes. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk,
assegurando que os residuos seguissem uma distribuicdo normal, um pressuposto fundamental
para a validade da ANOVA.

Para garantir que as variancias entre os grupos fossem homogéneas, foi aplicado o teste
de Bartlett, que confirmaria a adequacdo da ANOVA aos dados. Apds a ANOVA, foi realizado
o teste de Scott-Knott para a comparacdo das médias, permitindo identificar quais tratamentos
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diferiram significativamente entre si. Esse teste foi particularmente Gtil para separar as
diferentes cepas de Bacillus thuringiensis em termos de seus efeitos na promocdo da
germinacdo e na producédo de AIA (Hernandez-Huerta et al., 2023).

Para a analise dos testes enzimaticos, que avaliaram a atividade amilolitica, proteolitica
e lipolitica das cepas, o teste de Tukey foi empregado para comparar as médias de cada atividade
enzimaética, considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software R Studio v2024.04.0,
que € amplamente utilizado para analise de dados experimentais, garantindo que os resultados
fossem confidveis e representassem com precisdo os efeitos das diferentes cepas sobre as
variaveis estudadas.

Em geral, os testes realizados asseguram a validade das conclusdes, indicando que as
cepas de Bacillus thuringiensis apresentaram diferentes niveis de atividade nas variaveis
analisadas, com alguns tratamentos mostrando efeitos significativos na promocgdo da

germinacao de sementes e nas atividades enzimaticas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

4.1.1 Preparacéo de inoculo

As cepas pertencentes a espécie Bacillus thuringiensis, nomeadamente LCBMq,
LCBM;, LCBM3, LCBM4, LCBMs, LCBMs, LCBM7, LCBMs, LCBMg, LCBM10, LCBM13,
LCBMz2 e a cepa comercial T24, plaqueadas em meio LB sélido por 48 horas a 28°C mostraram
um crescimento 6timo, permitindo assim o acerto das concentracdes bacterianas que foram
determinadas espectrofotometricamente e ajustadas para 102 UFC/ml e diluidas em tamp&o

fosfato (Tabela 1), que permitiram o prosseguimento dos experimentos subsequente.

Tabela 1: Valores de diferentes concentragdes de 108 UFC/mL de cepas Bt

Experimento 1 | Concentragdes em | Experimento 1 | Concentragdes em
108 UFC/ml 108 UFC/ml
LCBM:> 0,084 LCBM; 0,085
LCBM;3 0,086 LCBMs 0,080
LCBMy 0,088 LCBMg 0,087
LCBMs 0,086 LCBMuo 0,080
LCBMs 0,085 LCBMu 0,082
LCBMy 0,087 LCBM12 0,088
T24 0,086

Legenda: os valores representam concentracdes bacterianas que foram determinadas

espectrofotometricamente e ajustadas para 108 UFC/ml e diluidas em tampéo fosfato.
4.1.2 Producéo de AIA
De referir que todas as cepas exibiram uma reacdo positiva ao desenvolver uma cor rosa

e rosa-avermelhada quando reagiram com o reagente de Salkowski, o que indica um resultado

positivo para a producdo de IAA com base na determinacdo qualitativa (Figura 5).
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Figura 5: Deteccdo qualitativa da producéo de &cido indolacético (IAA)

A N A
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Legenda: A figura representa as concentracdes de AlA a partir de 1, 5, 10, 20, 50 e 100ppm, todas as
cepas apresentaram uma coloracéo rosa a rosa-avermelhada, indicando um resultado positivo para a
producéo de IAA.

Fonte: O autor (2024)

As 13 cepas das quais 12 obtidas do LCBM, foram avaliadas quando incubados em 24h
e 48h a 28°C, e elas apresentaram uma faixa altamente variavel, em 24h produzindo AlA dentro
de uma faixa de 1,596500 e 12,329233 ug mL* e em 48h dentro de uma faixa de 0,821100 a
9,887300 pug mL™. Notavelmente, as cepas Bt 12 (LCBM12) e T24 (a comercial) que em 24h
elas produziram maiores quantidades de AIA com uma média de 12,329233 e 11,337167 ug
mL ! respetivamente em relacdo a 48h teve 7,053750 e 9,887300 pg mL:, veja a figura 6.

Figura 6: Concentracdo de acido indolacético (AlA) produzido pelas cepas testadas apds 24 e
48 horas de incubag&o.
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Fonte: O autor(2024)
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Os valores foram obtidos por espectrofotometria, com base na curva padrdo de
concentragdo-absorbancia, utilizando o reagente de Salkowski para deteccéo.
Observa-se a variagdo na producdo de AIA entre os tempos analisados, indicando

possiveis diferencas na taxa de sintese entre as cepas.

4.1.3 Atividade de cepas Bt no priming de sementes de tomateiro

A avaliacdo da atividade de germinacdo foi feita diariamente, durante 14 dias para
verificacdo de porcentagem de germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e
posteriormente comprimento de parte aérea (PA) e peso (P), em dois experimentos, tendo

obtido os seguintes resultados ilustrado (Figura 7):

Figura 7: Avaliacdo da atividade de Priming de sementes
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Legenda: Avaliacdo da atividade de germinacdo (G) ao longo de 14 dias, considerando a
porcentagem de germinagdo e o indice de velocidade de germinagéo (IVG). Ap0s esse periodo,
foram mensurados o peso (P) e o comprimento da parte aérea (PA) e a demonstracdo de
sementes germinadas. Os resultados apresentados comparam o desempenho germinativo das
sementes em dois experimentos distintos, onde 1 representa 0 primeiro experimento e 2

representa o segundo experimento.
4.1.4 Atividade enzimatica dos Bts

A atividade enzimética foi determinada através da relacdo entre o didmetro médio do
halo de degradacdo e o didmetro médio da coldnia, expresso como Indice Enzimatico
(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).

a) Atividade enzimaética proteolitica

Nesta actividade enzimatica, verificou-se a formacao de halos incolores (Figura 8).

Figura 8: Representacdo do halo incolor observado no teste enzimético

Fonte: O autor (2024)

Verifica-se que a média do indice enzimatico proteolitico, os dados foram considerados

normais no teste de Shapiro-Wilk com 5% de significancia (Tabela 2).

Tabela 2: Representacdo dos dados sobre a atividade enzimatica proteolitica

Tratamento Proteolitico
Bt T24 1.166620
Bt1l 1.710229
Bt 10 1.356266
Bt11 1.205619
Bt 12 1.390067
Bt 8 1.203309

Bt9 1.356957
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Bt 2 1.249256
Bt3 1.186659
Bt4 1.307119
BtS 1.232937
Bt6 1.264489
Bt7 1.217404

Fonte: O autor (2024)

b) Atividade enzimética amilolitica

Neste teste verificou-se um crescimento por parte das Bt, mas houve formacéo de halos.

Figura 9: Atividade Enziméatica Amilolitica

Fonte: O autor (2025)

c) Atividade enzimatica celulolitica

Neste teste verificou-se um crescimento por parte das Bt, mas houve formacéo de halos.

Figura 10: Atividade Enzimatica celulolitico
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Fonte: O autor (2025)
d) Atividade enzimatica lipolitica

Neste teste ndo houve crescimento das Bt e nem houve formacao de halos.

Figura 11: Atividade enzimatica lipolitica

Fonte: O autor (2025)

e) Atividade enzimatica esterase em meio LB

Neste teste verificou-se um crescimento por parte das Bt, mas houve formacéo de halos.

Figura 12: Atividade Enzimatica Esterase

Fonte: O autor (2025)
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f) Atividade enzimatica esterase em meio TSA

As cepas cresceram, mas nao formaram halos.

Figura 13: Atividade enzimatica esterase em meio TSA

Fonte: O autor (2025)

g) Solubilizacao de fosfato inorganico

Néao cresceram e nem formaram halos.

Figura 14: Solubilizacdo de Fosfato Inorganico

Fonte: O autor (2025)
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4.2 Discussao

4.2.1 Producéo de AIA

As 13 cepas testadas apresentaram uma producao de AIA variando entre 0,821 pg mL™
e 12,329 pug mL™, valores significativamente superiores aos relatados por (Rios-Ruiz et al.,
2024), cujos isolados bacterianos produziram AlA em quantidades entre 2,01 e 7,26 ug mL™,
e por Suliasih & Widawati (2020), que relataram valores entre 2,88 ¢ 5,14 pg mL™ em 19
isolados de bactérias produtoras de AIA. A cepa BT12 (24h) apresentou o maior indice de
produgdo (12,329 pg mL™), seguida pela cepa comercial T24 (24h) com 11,337 ug mL™", ambas
pertencentes ao grupo estatistico "a". Esses resultados indicam que essas cepas sao altamente
eficientes na biossintese de AIA e possuem potencial para uso como biofertilizantes,
contribuindo para a produtividade das culturas. No entanto, é necessaria uma identificacéo
molecular mais aprofundada e estudos de campo adicionais (Lata et al., 2024).

Por outro lado, a cepa BTS8 (48h) apresentou a menor produgdo de AIA (0,821 pg mL™),
pertencendo ao grupo estatistico "g", evidenciando uma menor eficiéncia nessas condi¢oes
experimentais. Diferentemente do estudo de Lata et al. (2024), no qual o crescimento bacteriano
diminuiu ap6s 72h, nossos resultados sugerem que o tempo de incubacdo pode influenciar
negativamente a producdo do fitohormoénio por algumas cepas, possivelmente devido ao
consumo de triptofano disponivel ou a regulacdo metabdlica do préprio microrganismo.

A andlise estatistica revelou diferencas significativas entre as cepas e 0s tempos de
incubacdo. As cepas que apresentaram maior producgdo de AlIA em 24h (BT12 e T24) tiveram
redugdo nos niveis apos 48h, como observado para T24 (48h) (9,887 ug mL™*, grupo "b") e
BT12 (48h) (7,053 ng mL™", grupo "d"). Essa diminui¢do pode ser explicada pela degradacdo
do AIA ao longo do tempo ou pelo consumo do horménio pelas proprias bactérias para outros
processos metabolicos.

Outras cepas, como BT9, BT10 e BT11 (48h), apresentaram médias intermediarias de
producdo de AIA (8,85 - 8,52 ug mL™, grupo "c¢"), demonstrando que algumas linhagens
conseguem manter uma producdo relativamente estavel por um periodo maior. Suliasih &
Widawati, (2020) observaram que a produgdo méxima de AIA por Bacillus siamensis foi
alcancada em 96 horas de incubacao, atingindo 9,89 ng mL™, o que corrobora a variabilidade
entre linhagens.

As menores médias de producdo de AIA foram observadas nas cepas BT1 (24h), BT7

24h) e BT8 (48h), pertencentes ao grupo "g", com valores entre 0,821 e 2,64 mL™!. Essa
( p grupo g He
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baixa producgdo pode estar associada a menor capacidade biossintética dessas linhagens ou a
fatores ambientais que inibiram sua atividade metabolica. Suliasih & Widawati (2020) relatam
que a producdo de AlA varia entre diferentes espécies e cepas, sendo influenciada por diversos
fatores, como a disponibilidade de substrato, as condi¢6es de cultivo e o estagio de crescimento
bacteriano.

Os resultados deste estudo sdo compativeis com os reportados por Cheng et al., (2024),
que demonstraram que um consoércio de Bacillus safensis, B. stratosphericus e B. halotolerans
apresentou uma producao de AIA entre 3,0 e 6,0 pg mL™', promovendo significativamente o
crescimento de mudas de nogueira, esse efeito foi atribuido a acdo sinérgica na producgdo de
AlA e na formagdo de biofilme, melhorando a colonizagdo bacteriana na rizosfera e,
consequentemente, o desempenho das plantas.

Neste estudo, a cepa Bacillus sp. BioSol021 demonstrou potencial para produzir AIA
em concentracOes de 6,76 mg/L, tornando-se um candidato promissor para o desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos destinados ao uso agricola (Vlajkov et al., 2022). A capacidade de
sintese de AIA é um critério essencial na selecdo de bactérias promotoras de crescimento
vegetal, devido ao seu impacto positivo na proliferacdo radicular e no aumento da taxa de
germinacdo (Rahmani et al., 2009).

O AIA é um hormonio vegetal essencial para o crescimento, promovendo a divisdo e
diferenciacéo celular, aumentando o volume e a massa das plantas (Hou et al., 2024). Estudos
indicam que o AlA produzido por rizobactérias influencia diretamente o alongamento da raiz
principal, a proliferacdo das raizes laterais e a sinalizacdo hormonal entre raiz e parte aérea
(Carril et al., 2018; Hou et al., 2024). Esses efeitos sdao fundamentais para a absorcéo eficiente
de nutrientes e 4gua, aumentando a tolerancia das plantas a estresses ambientais (Agunbiade et
al., 2024).

Estudos em casa de vegetacdo mostraram que isolados bacterianos promovem
significativamente o crescimento de culturas agricolas. Por exemplo, inoculantes aplicados em
melancia aumentaram a eficiéncia fotossintética, a produtividade e a qualidade dos frutos (L.
Li et al., 2025). Esses achados reforcam o potencial biotecnolégico das cepas estudadas para

desenvolvimento de biofertilizantes sustentaveis.

4.2.2 Atividade de cepas Bt no priming de sementes de tomateiro

A utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal, como Bacillus

thuringiensis (Bt), tem sido amplamente estudada devido ao seu potencial na melhoria da
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germinacdo, crescimento inicial e desenvolvimento das plantulas. Os dois experimentos
conduzidos avaliaram o efeito de diferentes cepas Bt, cultivadas tanto em meio caldo quanto
em meio fosfatado, sobre a germinacdo de sementes de tomateiro e seu desenvolvimento inicial.

Foi examinado o potencial dos isolados de Bacillus spp. de melhor desempenho por
meio de inoculacéo e biocondicionamento de sementes para melhorar a germinagéo na presenca
de infecgdo fungica (Fusarium proliferatum PS1 e Paecilomyces equiseti PS18) e reduzir a
incidéncia de patdgenos em sementes de ervilha (Miljakovi¢ et al., 2024).

Os resultados gerais indicam que a inoculagdo com Bt promoveu um aumento
significativo na germinacéo e na velocidade de germinacgdo das sementes, além de impactar o
crescimento da parte aérea e 0 peso seco das plantulas. No entanto, houve variagdo no
desempenho entre as diferentes cepas e tipos de tratamento (caldo ou fosfato), sugerindo que
os efeitos sdo dependentes da cepa e do meio de cultivo.

A inoculagdo de sementes aumentou o rendimento da cultura, e isso pode estar ligado a
capacidade das cepas bacterianas de se adaptarem e sobreviverem a condi¢fes adversas. N0ssos
estudos atuais se alinham com a literatura, que afirma que as culturas em condicdes
naturalmente estressadas pela seca sdo ber¢cos convenientes de bactérias tolerantes a seca com
perspectivas de aumento do crescimento das plantas (Agunbiade et al., 2024).

Nos dois experimentos, as sementes inoculadas com Bt apresentaram taxas de
germinacdo superiores aos controles. No primeiro experimento, os maiores valores de
germinacdo foram observados nos tratamentos Fosfato Bt 2 (62,67%) e Fosfato Bt 6 (56%),
enguanto no segundo experimento, os tratamentos Fosfato Bt 11 e Fosfato Bt 12 (76%) e
Fosfato Bt 9 (74,67%) apresentaram os melhores desempenhos.

O tratamento das plantas com produtos a base de bactérias produtoras de AIA induz a
proliferacdo de raizes laterais e pélos radiculares, além de aumentar a taxa de germinacao
(Mohite, 2013).

O IVG seguiu um padrdo semelhante, com valores elevados para Fosfato Bt 6 (12,55)
no primeiro experimento e Fosfato Bt 12 (13,77) no segundo experimento, confirmando que as
cepas Bt ndo apenas aumentam a germinacdo, mas também aceleram esse processo, 0 que pode
ser fundamental para garantir um rapido estabelecimento da cultura no campo.

O impacto fitoestimulatorio do AIA na melhoria do crescimento das plantas € explicado
pela estimulagdo do desenvolvimento das raizes das plantas e pelo aumento da area de
superficie em relagdo ao volume das raizes, o que, consequentemente, resulta em uma melhor

absorcdo de agua e nutrientes, levando a maiores rendimentos (Wagi & Ahmed, 2019).
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Esse efeito pode estar relacionado a producdo de &cido indolacético (AlA) pelas cepas
Bt, que atua na estimulagdo da divisdo celular e no crescimento radicular, bem como a
solubilizacdo de fosfato, melhorando a disponibilidade de nutrientes essenciais para o
metabolismo inicial da semente (Cheng et al., 2024).

A altura da parte aérea das plantulas foi significativamente influenciada pelos
tratamentos com Bt, especialmente nos tratamentos fosfatados. No primeiro experimento, 0s
valores mais altos foram encontrados no tratamento Fosfato Bt 6 (1,35 cm), enquanto no
segundo experimento, os tratamentos Controle Fosfato (2,70 cm) e Fosfato Bt 12 (2,64 cm)
apresentaram os melhores desempenhos.

Em relac&o ao peso seco, o0s tratamentos com Bt também demonstraram superioridade,
com Caldo Bt 12 (0,02499 g) e Fosfato Bt 12 (0,02499 g) no segundo experimento apresentando
0s maiores valores. Esses resultados estdo em consonancia com a pesquisa feita por Hernandez-
Huerta et al. (2023), que avaliou cepas que aumentaram o peso seco de raizes, caules e folhas
em 46,1%, 45,4% e 37,8%, respectivamente, em comparagdo com as mudas do controle
absoluto e do produto comercial. Além disso, Lata et al., (2024) demonstraram que 0 peso seco
das raizes aumentou 273% com a cepa GAC-92, 231% com GAC-61 e 228% com GAC-73,
enquanto GAC-22 reduziu 0 peso seco em 62% em comparacdo com o controle ndo inoculado.
Esses resultados sugerem que as cepas Bt promovem melhor desenvolvimento e alocacdo de
biomassa nas plantulas, permitindo um crescimento mais vigoroso.

A melhora no crescimento da parte aérea pode estar associada a producdo de metabolitos
secundarios e fitormonios pelas bactérias, além da formacéo de biofilme e colonizacéo eficiente
da rizosfera, que aumentam a absorcdo de agua e nutrientes (Aloo et al., 2019; Rios-Ruiz et al.,
2024).

Ao comparar os tratamentos em meio caldo e meio fosfatado, observa-se que o0s
tratamentos com fosfato solubilizado por Bt apresentaram melhor desempenho na maioria dos
parametros analisados, incluindo germinacao, I\VG e crescimento da parte aérea. Esse resultado
indica que, além dos possiveis efeitos hormonais promovidos pelas cepas, a disponibilizacdo
de fosforo foi um fator determinante para o sucesso do crescimento inicial das plantulas (Devika
etal., 2021; P. Kumar et al., 2022).

A literatura confirma que a solubilizacao de fosfato por rizobactérias melhora a absorcéo
de fosforo, um nutriente essencial para o crescimento radicular e a divisdo celular. Assim, as
plantulas inoculadas com essas cepas podem ter experimentado maior absor¢do de fosforo

disponivel, promovendo um crescimento mais robusto (Huei-Ru Lin, 2014).
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Além disso, foi observado que algumas cepas cultivadas em meio fosfatado
apresentaram desempenho superior ao de outras cultivadas em caldo, possivelmente devido a
ativacdo de genes associados ao metabolismo do triptofano e a producéo de AIA (Paul et al.,
2022). Esse mecanismo pode explicar o aumento da ramificacdo radicular e do
desenvolvimento da parte aérea observado nas plantulas inoculadas (Carril et al., 2024).

Os elevados niveis de producéo de AlA pelas cepas BT12 e T24 (24h) indicam que essas
linhagens podem ser exploradas no desenvolvimento de biofertilizantes a base de Bacillus para
aplicacdo agricola. No entanto, a queda na producdo apos 48h para algumas linhagens sugere a
necessidade de otimizacdo das condic¢des de cultivo para garantir uma producgédo sustentada.
Dessa forma, os resultados desta pesquisa reforcam a importancia do uso de microrganismos
promotores de crescimento vegetal (PGPBs) para aplicacGes agricolas sustentaveis, destacando
0 potencial biotecnoldgico das cepas BT12 e T24 como agentes promotores do crescimento

vegetal.

4.2.3 Atividade enzimatica dos Bts

a) Atividade Enzimatica Proteolitica

A atividade enzimatica proteolitica foi avaliada por meio da formacdo de halos de
degradacéo de proteinas ao redor das coldnias de Bacillus thuringiensis em meio sélido. Quanto
maior a capacidade de producéo de proteases, maior o diametro das zonas de halo (Pathak et
al., 2021). A analise do indice enziméatico proteolitico mostrou que os dados seguem uma
distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk com 5% de significancia, permitindo uma
interpretacdo estatistica confiavel dos resultados.

Entre as cepas testadas, Bt 1 apresentou o maior indice enzimatico proteolitico
(1.710229mm), sugerindo uma atividade proteolitica significativa, compativel com os achados
de Vlajkov et al., (2022), que relataram atividades proteoliticas variando entre 1 e 2 mm de
didmetro na zona de hidrélise, com algumas cepas superando 40 mm. Pathak et al., (2021)
também relataram que todas as cepas testadas produziram proteases, evidenciado pela formacgéo
de halos ao redor das coldnias em meio de agar leite desnatado.

Esses resultados sdo consistentes com o potencial das Bacillus spp. em produzir
proteases com aplicagdes industriais em detergentes e alimentos (Degli-Innocenti et al., 2023).
No presente estudo, a producéo de proteases por Bacillus sp. BioSol021 foi investigada néo

apenas para degradagdo de substratos complexos no solo, mas também para aumento da
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atividade antifungica, com valores de atividade enziméatica (EAI) variando de 1,06 a 3,51
(Vlajkov et al., 2022).

A cepa Bt 10 (1.356266) também apresentou boa atividade proteolitica, embora inferior
a Bt 1. As cepas Bt 11, Bt 12, Bt 9 e Bt 2 apresentaram indices enzimaticos entre 1.2 e 1.4,
indicando atividade moderada, enquanto Bt T24, Bt 8, Bt 3, Bt 4, Bt 5, Bt 6 e Bt 7 demonstraram
indices mais baixos (~1.2), sugerindo menor capacidade de degradagdo proteica. A protease,
ao hidrolisar ligac6es peptidicas, pode atuar na lise de fungos patogénicos, contribuindo como
agente de biocontrole (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975; Pathak et al., 2021).

b) Atividade Enzimética Amilolitica

As cepas de Bacillus thuringiensis testadas apresentaram formacéo de halos em meio
amilolitico, indicando presenca de atividade enzimatica. No entanto, os halos formados foram
pouco expressivos, sugerindo que a producdo de amilase foi moderada ou baixa. Essa baixa
expressdo pode estar relacionada as condi¢es do meio de cultivo, como pH, temperatura e
fonte de carbono.

A otimizacdo dessas condi¢fes pode ser um caminho para aumentar a expressdo da
enzima e explorar seu potencial em aplicacdes industriais, como na producdo de

biocombustiveis e na industria alimenticia.

c) Atividade Enzimatica Celulolitica

No teste de atividade celulolitica, observou-se crescimento das col6nias sem formacao
de halos, sugerindo uma producdo limitada de celulases. Estudos anteriores indicam que a
degradacdo eficiente da celulose requer uma interacdo complexa entre endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidases (Vlajkov et al., 2022). Isso sugere que a baixa expressdo da
celulase pode ser resultado da auséncia de um ou mais desses componentes enzimaticos.

A atividade celulolitica tem potencial em aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo a
producdo de biocombustiveis. Assim, ajustes nas condic¢des de cultivo e selegdo de substratos

especificos podem maximizar essa atividade.



44

d) Atividade Enzimatica Lipolitica

No teste lipolitico, ndo foi observado crescimento das cepas nem formacao de halos,
indicando auséncia de atividade lipolitica significativa. Isso sugere que as linhagens de Bacillus
thuringiensis testadas ndo possuem um sistema enzimatico adequado para a degradacdo de
lipideos no meio utilizado. A atividade lipolitica é essencial em processos industriais, como
tratamento de 6leos e gorduras, sendo um critério relevante para futuras selecdes de linhagens
(SIERRA, 1956).

d) Atividade Esterase em Meio LB e TSA

A atividade esterase foi confirmada em meio LB, com a formac&o de halos ao redor das
colbnias. No entanto, essa atividade ndo foi observada em meio TSA, sugerindo que as
condiges de cultivo impactam diretamente a expressdo dessas enzimas. As esterases possuem
ampla aplicacdo industrial, especialmente na industria farmacéutica e quimica (Buzo et al.,
2023; Wang et al., 2021). Estudos futuros podem explorar condi¢Ges otimizadas para

maximizar a produgéo dessas enzimas.

e) Solubilizacdo de Fosfato Inorgéanico

No teste de solubilizacdo de fosfato inorganico, ndo houve crescimento das cepas hem
formagdo de halos, indicando baixa capacidade de solubilizacdo de fosfato por Bacillus
thuringiensis. A literatura sugere que a capacidade de solubilizac&o de fosfato por Bacillus pode
variar conforme o habitat de origem das cepas (Pathak et al., 2021). A solubilizacéo de fosfato
é essencial para aumentar a disponibilidade de nutrientes em solos pobres, sendo um fator
relevante para a promocéo do crescimento vegetal (Matos et al., 2017). Estudos futuros podem

explorar modificagdes nas condic¢des de cultivo para estimular essa atividade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as cepas de Bacillus thuringiensis
(Bt) apresentaram potencial significativo na producdo de acido indolacético (AIA), na
promocdo da germinacdo de sementes de tomateiro (“priming”) e em diferentes atividades
enzimaticas.

Na analise da producdo de AIA, verificou-se que as cepas produziram quantidades
variaveis do fitormonio, indicando diferengas na capacidade de estimula¢do do crescimento
vegetal. A producdo desse regulador de crescimento € essencial para o desenvolvimento
radicular e o aumento da absorcao de nutrientes, podendo contribuir significativamente para a
promogéo do crescimento de plantulas.

No experimento de priming, as cepas de Bt demonstraram influéncia positiva na
germinacdo e no crescimento inicial das plantulas de tomateiro. A analise estatistica indicou
diferencas significativas entre os tratamentos, com destaque para algumas cepas que
promoveram maior indice de velocidade de germinacdo e crescimento da parte aérea das
plantulas. Estes resultados reforcam a capacidade de Bacillus thuringiensis em atuar como
promotor de crescimento vegetal.

As atividades enzimaticas das cepas de Bt evidenciaram diferencas no perfil metabdlico
dessas bactérias. A analise proteolitica mostrou valores do indice enzimético variaveis entre as
cepas, indicando que algumas tém maior potencial de degradacgéo de proteinas. No entanto, para
outras atividades enzimaticas, como amilolitica, celulolitica e lipolitica, os resultados foram
limitados, sugerindo que nem todas as cepas possuem a mesma capacidade degradativa. A
atividade esterase foi observada em meio LB, mas ndo em meio TSA, evidenciando que 0 meio
de cultivo pode influenciar a expresséo das enzimas.

Os resultados obtidos reforcam o potencial de diferentes cepas de Bacillus thuringiensis
na promocao do crescimento vegetal e na atividade enzimatica, com aplicagdes promissoras na
agricultura, especialmente no desenvolvimento de bioinsumos para melhorar a germinacao de
sementes e o crescimento inicial das plantas. O uso de Bt pode ser explorado para reduzir a
dependéncia de fertilizantes sintéticos e melhorar a sustentabilidade agricola.

No entanto, para validar plenamente esses resultados e ampliar sua aplicabilidade,
estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor os mecanismos envolvidos na
producdo de AIA e nas respostas enzimaticas. Investigacdes futuras devem considerar a
interacdo dessas cepas com diferentes tipos de solo e culturas, além da sua capacidade de

colonizagdo e persisténcia no ambiente. Dessa forma, o aproveitamento de Bacillus
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thuringiensis pode se tornar uma estratégia eficiente para a agricultura biotecnoldgica e

sustentavel.
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6. CONCLUSAO

Esta pesquisa caracterizou 12 cepas de Bacillus thuringiensis (Bt) isoladas do LCBM,
demonstrando seu potencial para aplicacdo em priming de sementes de tomateiro (Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom). Os resultados revelaram que as cepas de Bt promovem
beneficios agronémicos significativos, onde o primeiro experimento teve os maiores valores de
germinacdo foram observados nos tratamentos Fosfato Bt 2 (62,67%) e Fosfato Bt 6 (56%),
enquanto no segundo experimento, os tratamentos Fosfato Bt 11 e Fosfato Bt 12 (76%) e
Fosfato Bt 9 (74,67%) apresentaram os melhores desempenhos. Adicionalmente, foi constatada
a maior producédo de AlA pelas cepas de Bt 12 (LCBM12) e T24 (a comercial) que em 24h elas
produziram maiores quantidades de AIA com uma meédia de 12,329233 e 11,337167 ug mL-1
respetivamente em relacéo a 48h teve 7,053750 e 9,887300 pug mL-1, o que pode contribuir
para o desenvolvimento do sistema radicular das plantas.

Esses resultados inovadores abrem perspectivas promissoras para o desenvolvimento de
bioinsumos eficientes e sustentaveis para a agricultura. A tecnologia de priming de sementes
com Bt representa uma alternativa promissora aos agroquimicos tradicionais, com potencial
para reduzir os impactos ambientais e promover a producdo de alimentos mais saudaveis.

No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para aprofundar a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na promogdo do crescimento e na resisténcia a pragas,
bem como para avaliar a eficacia das cepas de Bt em diferentes condi¢cdes de solo, clima e
cultivo. A investigacdo da interacdo das cepas de Bt com outros microrganismos do solo
também é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de biocontrole mais eficientes e
duradouras.

Acredita-se que esta pesquisa representa um avanco significativo na biotecnologia
agricola e contribui para o desenvolvimento de novas tecnologias inovadoras que podem
impulsionar a seguranca alimentar e a sustentabilidade da producdo de alimentos. Os
conhecimentos gerados nesta dissertagdo servem de base para futuras pesquisas e para 0

desenvolvimento de produtos bioldgicos mais eficientes e ecologicamente corretos.
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APENDICES

Apéndice A: Tabela de concentragdo de AIA em cepas de Bts obtidas

DIFERENCA DE MEDIAS CEPA  Médias (ppm)

OO0 MM T AT M A A TMMAMMMOTTOO0OO0O®m> >

BT12 (24h)
T24 (24h)
T24 (48h)
BT9 (48h)
BT10 (48h)
BT11 (48h)
BT3 (24h)
BT4 (48h)
BT12 (48h)
BT4 (24h)
BT6 (24h)
BT6 (48h)
BT11 (24h)
BT1 (48h)
BT2 (24h)
BT2 (48h)
BT3 (48h)
BT5 (24h)
BT5 (48h)
BT7 (48h)
BTS (24h)
BT (24h)
BT10 (24h)
BT1 (24h)
BT7 (24h)
BTS (48h)

12,329233
11,337167
9,887300
8,848233
8,522350
8,914900
6,869167
7,680600
7,053750
4,973233
5,585150
6,319450
4,912000
4,483700
3,504633
3,749400
4,483700
3,305167
3,382250
4,205600
3,749400
3,994167
4,116550
1,596500
2,647950
0,821100
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Apéndice B: Tabela de Priming do primeiro e segundo experimento

Tratamento  Germinacao de indice de Parte Aérea Peso
sementes Velocidade de
Germinacao

Controle Agua 36.00000 6.003175 1.0370370  0.014089285
Controle Caldo 44.00000 7.414021 0.9776094  0.014148864
Controle Fosfato 48.00000 7.426070 1.1644444  0.013880000
Fosfato Bt 2 62.66667 12.045767 0.9669312  0.011356349

Fosfato Bt 6 56.00000 12.555556 1.3466667 -------

Fosfato Bt 7 53.33333 12.182828 0.8750000 -------
Fosfato Bt 4 52.00000 10.500400 0.6750000  0.005459167
Caldo Bt 6 50.66667 9.017857 0.6540404  0.010177889
Fosfato Bt 5 48.00000 11.288462 0.9079630  0.008498889
Caldo Bt 4 46.66667 8.661905 0.8085714  0.008626840

Fosfato Bt 3 45.33333 9.214286 e e
Caldo Bt 5 41.33333 7.438889 1.3500000  0.012775000

Caldo Bt 7 41.33333 6.614286 0.6958333 ---------

Caldo Bt 3 38.66667 5.736508 0.9366667  0.008562222
Caldo Bt 2 34.66667 5.592063 0.3033333  0.013100000

Tratamento Germinacdo Indice de Velocidade Parte Aérea Peso

de Germinagéo

Controle Agua 62.66667 9.112302 2.233589 0.01352113
Controle Caldo 62.66667 5.950036 2.115926 0.01203875
Controle Fosfato ~ 76.00000 13.203319 2.707456 0.01969930
Caldo Bt 1 69.33333 12.101852 2.143163 0.01462870
Caldo Bt 10 69.33333 12.865212 2.127381 0.01554142
Caldo Bt 11 60.00000 11.811111 2.033333 0.02453709
Caldo Bt 12 74.66667 13.778968 2.300000 0.02499519
Caldo Bt 8 62.66667 10.623942 2.074709 0.01637580
Caldo Bt 9 69.33333 13.502116 2.046726 0.01698593
Caldo T24 64.00000 10.365608 2.062546 0.02366407
Fosfato Bt 1 70.66667 12.590608 2.315305 0.01655201
Fosfato Bt 10 69.33333 10.725397 1.964946 0.01450178
Fosfato Bt 11 76.00000 12.550794 1.920417 0.01700132
Fosfato Bt 12 72.00000 13.169180 2.640952 0.02499519
Fosfato Bt 8 68.00000 13.474747 2.348376 0.01690333
Fosfato Bt 9 74.66667 12.857720 2.233333 0.01698593
Fosfato Bt T24 66.66667 9.049892 2.143153 0.02224842
Fosfato Bt 11 76.00000 12.550794 1.920417 0.01700132
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Tratamento Germinacdo Indice de Velocidade Parte Aérea Peso
de Germinagéo
Fosfato Bt 12 72.00000 13.169180 2.640952 0.02499519
Fosfato Bt 8 68.00000 13.474747 2.348376 0.01690333
Fosfato Bt 9 74.66667 12.857720 2.233333 0.01698593
Fosfato Bt T24 66.66667 9.049892 2.143153 0.02224842




