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Avaliacao da qualidade de
inoculantes a base de Bacillus para
promocao de crescimento de plantas
produzidos em sistema on farm

Ubiraci Gomes de Paula Lana’
Christiane Abreu de Oliveira-Paiva?
Ariana Elisei Vilela®

Eliane Aparecida Gomes*

Victor Lorran Mendes Pires®

Sylvia Morais de Sousa Tinoco®
Fernando Hercos Valicente’

RESUMO - Nos ultimos anos, o mercado e a demanda por insumos bioldgi-
cos tém crescido exponencialmente no Brasil, seguindo uma tendéncia mun-
dial. Com isso, diversos produtores rurais tém fabricado em suas fazendas in-
sumos microbioldgicos para aplicagao direta nas lavouras, pratica conhecida
como produgdo on farm. Enquanto os produtos comerciais precisam seguir
processos rigidos para produgao, registro e comercializagdo, na produgéo on
farm ainda nao existe nenhuma obrigatoriedade quanto ao controle de quali-
dade e fiscalizagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbio-
I6gica de amostras de inoculantes a base de Bacillus, destinados a promogao
de crescimento de plantas, produzidos em sistema on farm. As amostras fo-
ram caracterizadas quanto a parametros fisico-quimicos, diluidas e plaquea-
das em meio de cultura, permitindo a obtencao de coldnias isoladas e morfo-
logicamente distintas, indicando contaminac¢ao. Analises moleculares de 41
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isolados baseadas no sequenciamento parcial do gene 76S rRNA revelaram
a presenca de quatro géneros diferentes e indicaram que mais de 90% dos
isolados pertencem a espécies potencialmente patogénicas. Apenas quatro
isolados foram identificados como B. megaterium e apresentaram o mesmo
perfil genético da cepa CNPMS B119, que compde um produto comercial de-
senvolvido para solubilizagao e mineralizagdo de fosforo do solo. Assim, as
amostras avaliadas de inoculantes a base de Bacillus produzidos em sistema
on farm para promocao de crescimento de plantas apresentam elevado indi-
ce de contaminacgéo por diferentes espécies bacterianas, com potencial risco
para saude humana e/ou de animais.

Termos para indexagao: Bioprodutos, bactérias, produgéo na fazenda, con-
taminagao, risco
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Quality evaluation of Bacillus-based
inoculants for plant growth promotion
produced on-farm system

ABSTRACT - In the last years, Brazil's market and demand for biological
products have grown exponentially, following a worldwide trend. As a result,
several farmers have been producing microbiological inputs for direct crop
application, a practice known as on-farm production. While commercial
products need to follow strict production, registration, and commercialization
processes, there is no obligation regarding quality control and inspection for on-
farm production. The objective of this work was to evaluate the microbiological
quality of Bacillus-based inoculants for plant growth promotion produced on-
farm system. The inoculant samples were characterized for physicochemical
parameters, diluted, and plated on a solid medium, allowing the observation
of morphologically distinct colonies, indicating contamination. Molecular
analyzes of 41 isolates based on partial sequencing of the 16S rRNA gene
revealed the presence of four different genera and indicated that more than
90% of the isolates belonged to potentially pathogenic species. Only four
isolates were identified as B. megaterium and showed the same genetic
profile as the CNPMS B119 strain, which is the inoculum of a commercial
product developed for solubilization and mineralization of soil phosphorus.
Thus, the evaluated samples of Bacillus-based inoculants produced an on-
farm system for plant growth promotion showed a high rate of contamination
by different bacteria species, with potential risk to human and/or animal health.

Index Terms: Bioproducts, bacteria, on-farm production, contamination, risk
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Introducao

O mercado de bioinsumos (defensivos bioldgicos e inoculantes) tem au-
mentado de maneira exponencial em todo o mundo. No Brasil, tem sido ob-
servado um constante ingresso de novos biocinsumos nacionais e importados
no mercado agricola, além do surgimento de novas empresas de pequeno
e médio porte, de capital nacional, até grandes multinacionais (Embrapa,
2021a). Com isso, enquanto o incremento mundial da comercializacao de
bioinsumos esta na ordem de 15% ao ano, somente na safra 2020/2021 a
comercializagédo destes produtos no Brasil aumentou 37% em comparagao
com a safra anterior (Brasil, 2021; Venda..., 2021).

Avangos nas pesquisas sobre inoculantes tém gerado cada vez mais
interesse agrondmico, uma vez que sao tecnologias que podem melhorar
a produtividade, diminuir os custos de producdo e o impacto ao meio am-
biente (Oliveira-Paiva et al., 2021). Recentemente, dois inoculates a base de
Bacillus com tecnologia Embrapa foram langados no mercado nacional des-
tinados a promocéao de crescimento de plantas, registrados atualmente para
as culturas do milho (Zea mays L.) e/ou da soja (Glycine max L.). O inoculante
Auras® foi desenvolvido a partir da cepa B. aryabhattai CMAA 1363, per-
tencente a colegédo de microrganismos da Embrapa Meio Ambiente, visando
aumentar a resiliéncia e a capacidade de adaptagao das plantas ao estres-
se hidrico (Kavamura et al., 2013; Embrapa, 2021b), e o BiomaPhos® que
foi desenvolvido pela combinagédo das cepas B. megaterium CNPMS B119
e B. subtilis CNPMS B2084, pertencentes a cole¢cao de microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo, para solubilizacéo e mineralizagao de fosforo no solo
(Oliveira-Paiva et al., 2009, 2020, 2021).

A producao comercial de inoculantes deve seguir rigorosos controles de
qualidade, utilizando formulagdes que garantam, principalmente, a pureza,
concentracgao e identidade dos microrganismos (Santos et al., 2019). Apesar
disso, nos ultimos anos, tem-se observado um crescente aumento da produ-
¢ao desses insumos microbiolégicos nas propriedades rurais para consumo
préprio, denominada de produgéo on farm, sem nenhum controle de qualida-
de obrigatdrio.

A producgao on farm frequentemente é realizada a partir da multiplicagéo
de produtos comerciais adquiridos no mercado, de modo que estudos sobre
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a qualidade destes bioprodutos, seus impactos sobre o sistema de produgao
e riscos potenciais para a saude publica sdo escassos, especialmente pelo
receio dos produtores rurais em fornecer amostras para avaliagdo. Até en-
tdo, as amostras avaliadas de insumos bacterianos produzidos em sistema
on farm no Brasil ttm demonstrado elevados indices de contaminagao por
microrganismos nao alvo, incluindo patégenos com resisténcia a multiplos
antibiéticos, com potencial risco para humanos, animais e plantas (Valicente
et al., 2018; Lana et al., 2019; Bocatti et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica de amos-
tras de inoculantes produzidos em sistema on farm destinados a promogéao
de crescimento de plantas, supostamente preparados com B. megaterium e
B. subtilis ou B. arayabattai como microrganismos-alvo.

O uso de insumos bioldgicos de qualidade representa uma contribuigao
para atingir a meta ODS 2.4, que visa garantir sistemas sustentaveis de pro-
ducéo de alimentos e implementar praticas agricolas resilientes, que aumen-
tem a produtividade e a produgdo, que ajudem a manter os ecossistemas,
que fortalecam a capacidade de adaptagdo as mudancas climaticas, as con-
dicdes meteorologicas extremas, secas, inundagdes e outros desastres, e
que melhorem progressivamente a qualidade da terra e do solo.

Material e Métodos

Amostragem dos produtos on farm e avaliagao
de propriedades fisico-quimicas

Quatro amostras de inoculantes liquidos produzidos no estado de Sao
Paulo em sistema on farm foram recebidas sob refrigeragdo em novembro de
2021, sendo duas amostras supostamente preparadas com B. megaterium e
B. subtilis (denominadas 1A e 2A) e duas com B. arayabattai (1B e 2B) como
microrganismos-alvo. Para fins comparativos, foram utilizados os inoculantes
comerciais BiomaPhos® (B. megaterium CNPMS B119 e B. subtilis CNPMS
B2084), com concentragdo minima de 4 x 10° UFC mL", e Auras® (B. ara-
yabattai CMAA 1363), com concentragdo minima de 1 x 108 UFC mL™", de
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acordo com os fabricantes. As amostras e os inoculantes comerciais foram
avaliados quanto a cor, ao pH (Digimed DM-22, Brasil) e a condutividade elé-
trica (Digimed DM-3P, Brasil).

Concentragao celular e isolamento de morfotipos

Sob condig¢des assépticas em camera de fluxo laminar, diluicbes seriadas
foram realizadas em solugéo de NaCl 0,85% (m/v) estéril e aliquotas das di-
luicdes 107, 10%e 10° foram espalhadas sob a superficie do meio de cultura
Luria Bertani (LB) solido (peptona 10 g L', extrato de levedura 5 g L', NaCl 5
g L?, agar 15 g L; pH final 7,0), em triplicata e incubadas a 28 °C por 24 ho-
ras para contagem das unidades formadoras de col6nias e analise molecular
de morfotipos.

Identificagdo molecular de microrganismos

Um total de 41 colbnias isoladas foram aleatoriamente selecionadas entre
as quatro amostras de produtos on farm. Como controle, foram selecionadas
seis colbnias de cada inoculante comercial. Para a extracao de DNA, os iso-
lados foram inoculados em 2 mL de meio de cultura LB distribuidos em tubos
cbnicos de 15 mL. As amostras foram crescidas a 28 °C por 24 horas sob
agitagdo de 150 rpm, centrifugadas a 14.000 x g e o sobrenadante foi des-
cartado. A extracdo de DNA gendmico das células bacterianas foi realizada
com o kit “Wizard® Genomic DNA Purification” (Promega, EUA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A quantificagdo do DNA foi realizada
em espectrofotdmetro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop Technologies, EUA) e as
amostras foram diluidas para concentragdo de 10 ng uL™.

As reacdoes de PCR foram preparadas com os primers 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")e1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT
- 3") (Turner et al., 1999) para amplificacado da regiao 16S rDNA. As reacdes
foram elaboradas num volume final de 20 yL, contendo 30 ng de DNA; tampéao
de reacado 1X (Invitrogen, EUA); dNTPs 125 pM; dimetilsulféxido (DMSOQ) 4%
(v/v); primers a 0,5 yM cada e 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen, EUA).
A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystems,
EUA) com uma desnaturagao inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30
ciclos de desnaturacado a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30
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segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e uma extensao final de 10 minutos
a 72 °C. O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1% (m/v) por uma hora a 100 V em tampao TAE 1X (Tris-base 40 mM; aci-
do acético 40 mM; EDTA 1 mM). O gel foi corado com solu¢ao de Gel Red
(Biotium, EUA), visualizado sob luz UV e fotografado no equipamento L-PIX
Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia, Brasil). Para a purificagao dos frag-
mentos de DNA amplificados foram adicionados 2 pL da enzima Exo-Sap (GE
HealthCare, EUA) em 10 yL do produto da reacdo de PCR. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos e 80 °C por 15 minutos.

Para as reac¢des de sequenciamento foram utilizados 4 pL do produto de
PCR purificado, 1 uL de primers 515 F (5- GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
-3)ou 1492 R (5"- GGTTACCTTGTTACGACTT - 3") (Turner et al., 1999) a 10
UM, 0,5 pL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, EUA), 1,75 pyL do tampéo de
sequenciamento 2X (Applied Biosystems, EUA) e 2,75 uL de agua ultrapura.
Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador a 96 °C por 1
minuto, 96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos,
repetidos por 30 vezes. Apds o término da reacgao, foram adicionados 60 uL
de etanol absoluto e 5 pL de EDTA 125 mM. As amostras foram homoge-
neizadas e incubadas no escuro em temperatura ambiente por 15 minutos.
Logo depois, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g por 45 minutos, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL de etanol 70% (v/v).
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g por 10 minutos e
o etanol foi descartado. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 65
°C por 5 minutos, ressuspendidas com 10 yL de formamida HI-DI (Applied
Biosystems, EUA) e desnaturadas a 95 °C por 5 minutos. As amostras fo-
ram analisadas no sequenciador de DNA modelo ABI PRISM 3500xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, EUA), e as sequéncias de DNA foram alinha-
das utilizando o programa Sequencher 4.1 (Gene Codes Corporation, EUA).
Os microrganismos presentes nas amostras foram identificados por compa-
ragao das sequéncias obtidas com o banco de dados publico de sequéncias
de DNA do Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica (NCBI) por meio
do algoritmo blastn.
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Analise do perfil genético de isolados de
Bacillus por ARDRA e ERIC-PCR

Produtos de amplificagcdo da regido 16S rDNA com os primers 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)e 1492R (5 -GGTTACCTTGTTACGACTT
- 37) (Turner et al., 1999) das coldnias identificadas como Bacillus, tanto nas
amostras on farm como aquelas do controle, foram digeridos com enzima
Taq | (Thermo Fisher, EUA) a 65 °C por 2 horas.

Adicionalmente, as amostras de DNA de Bacillus foram amplificadas
com primers ERIC1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3) e ERIC2
(5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGGZ') (Versalovic et al., 1991). A reagao foi
realizada num volume final de 20 uL contendo 20 ng de DNA; 1 X tampéao de
reacao (Invitrogen, EUA); MgCl,2,5 mM; dNTP 250 pM; primer 0,5 uM cada;
DMSO 5% (v/v) e 1,5 U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, EUA). A
amplificacéo foi realizada no termociclador Veriti (Apliedd Biosystems, EUA)
com os seguintes ciclos: 95 °C por 3 minutos, seguido por 40 ciclos de 94 °C
por 1 minuto, 45 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos, e um final extensao
de 72 °C por 10 minuto. Por fim, as amostras destinadas para comparagao
do perfil genético (ARDRA-digestdo com Taq | e ERIC-PCR) foram analisa-
das por eletroforese em 1,0% (m/v) de gel de agarose corado com GelRed

(Biotoium, EUA) apo6s a corrida, conforme recomendacao do fabricante.

Resultados e Discussao

Propriedades fisico-quimicas e
concentragao celular de amostras

As amostras produzidas em sistema on farm apresentaram coloragao
entre bege e levemente amarelada. O pH das amostras variou entre 5,0 e
5,8, enquanto a condutividade elétrica variou de 2,0 a 3,3 mS cm™. Entre os
inoculantes comerciais utilizados como controles, o BiomaPhos® apresentou
aspecto bege escuro, pH igual a 6,4, e condutividade elétrica igual a 2,4 mS
cm™, enquanto o produto Auras® apresentou coloragéo preta, pH 5,5 e con-
dutividade elétrica de 13,5 mS cm™ (Figura 1).
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As amostras 1A e 2 A, supostamente preparadas com B. megaterium e B.
subtilis, apresentaram valores de pH menor que o produto comercial. Durante
o processo fermentativo, varios fatores precisam ser monitorados e/ou con-
trolados, incluindo parametros fisicos como tempo, temperatura, pressao, ve-
locidade de agitacéo e vazao de gases e liquidos; quimicos, como pH, acidez,
solidos soluveis e oxigénio dissolvido; além de parametros bioldgicos, como
medida de crescimento microbiano e avaliacdo de contaminagao (Hautrive,
2021). Além disso, cada espécie/cepa pode ter condi¢gdes diferenciadas de
crescimento, sendo recomendado o crescimento separado, de modo que a
mistura dos isolados ocorra apenas na formulagéo final.

As amostras 1B e 2B, supostamente preparadas com B. arayabattai,
apresentaram valores de condutividade elétrica muito menor que o controle,
indicando a auséncia de componentes idnicos utilizados na formulagdo do
bioproduto comercial. A formulagéo é a ultima etapa do processo de produgao
comercial, antecedendo o envase. Dependendo da apresentagédo desejada,
séo escolhidos diferentes adjuvantes, como adesivos, aglutinantes, emulsifi-
cantes, conservantes, molhantes, protetores e outros, que tém papel impor-
tante na acdo, conservacéo e estabilidade dos bioprodutos (Soares, 2006).

A BiomaPhos® 1A 2A

pH:
o’ (mS cm™):
B
pH: 55 52 5,6
(mS cm™): 13,5 24 3,3

Figura 1. Propriedades fisico-quimicas de amostras de inoculantes a base de Bacillus produzidas em sistema
on farm. (A) Multiplicagdo com foco em B. megaterium e B. subtilis (amostras 1A e 2A). (B) Multiplicagdo com
foco em B. arayabhataii (amostras 1B e 2B). As primeiras amostras em cada linha referem-se aos produtos
comerciais utilizados como controles. " o: condutividade elétrica.
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A concentragdo celular nas amostras on farm variou entre 1,0 x 10" e
1,0 x 102 UFC mL™", concentracdes superiores aos inoculantes comerciais,
BiomaPhos® (B. megaterium e B. subtilis) e Auras® (B. arayabattai), iguais a
0,8 x 10" e 0,9 x 10° UFC mL™, respectivamente (Figura 2). A concentragao
celular € um parametro importante para eficiéncia de um insumo microbioldgi-
€0, uma vez que a dose recomendada para sua utilizagdo sera baseada nes-
te parametro. Baixas ou elevadas concentragées de um determinado produto
podem, por exemplo, impactar negativamente a produtividade das culturas.
Entrentanto, a concentragao celular ndo pode ser utilizada como parametro
unico de qualidade, uma vez que nao permite a discriminagdo entre os mi-
crorganismos de interesse e contaminantes com morfologia semelhante.

Figura 2. Aspecto das col6nias bacterianas presentes em amostras de inoculantes a base de Bacillus desti-
nados a promocé&o de crescimento de plantas, diluidas em solugdo de NaCl 0,85% (m/v) e crescidas em meio
Luria Bertani (LB). As identificacdes 1A e 2A referem-se as amostras produzidas em sistema on farm com foco
na multiplicacdo de B. megaterium e B. subtilis, enquanto 1B e 2B sdo amostras com foco na multiplicacéo
de B. arayabhataii. A primeira placa em cada linha horizontal refere-se ao produto comercial utilizado como
controle.
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Isolamento bacteriano e identificagcao molecular

O plaqueamento para isolamento em meio de cultura indicou diferentes
morfotipos de colbnias (Figura 2), sugerindo a ocorréncia de contaminantes,
pois muitas delas diferiram das colbnias tipicas de Bacillus. Comparagoes das
sequéncias parcias do genes 16S rDNA das amostras com sequéncia depo-
sitadas no GenBank permitiram a identificacdo dos isolados bacterianos com
similaridade e cobertura maiores que 99%. Entre os 41 isolados bacterianos,
37 (90%) tiveram similaridade com espécies relatadas como potencialmente
patogénicas para humanos e animais (Tabelas 1 e 2), indicando que os con-
taminantes foram mais agressivos no crescimento nas condi¢bées de cultivo
utilizadas pelos produtores rurais. Nao foram observados contaminantes nos
inoculantes comerciais.
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Tabela 1. Identificagdo molecular baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de isolados bacterianos presentes em amostras de inoculantes produzidos
em sistema on farm com foco na multiplicagéo de Bacillus megaterium e B. subtilis, e potencial risco como patégeno humano e/ou animal.

N . o~ Cob.” Ident. Acesso Potencial patégeno A
Amostra Provavel espécie % % ST o ea—— elgu agimal Referéncia

1A1 907  Bacillus megaterium 100 99,89 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
1A.2 902 Klebsiella quasipneumoniae 100 99,78 KX611356.1 Sim Xie et al. (2018)

1A.3 907  B. megaterium 100 99,89 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
1A4 902 Enterococcus faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.5 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.6 902 K. quasipneumoniae 100 99,67 CP014696.2 Sim Xie et al. (2018)

1A.7 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.8 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.9 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.10 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.11 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1A.12 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2A1 907  B. megaterium 100 99,89 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
2A.2 907  B. megaterium 100 99,89 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
2A3 907 E. faecalis 99 99,78 MT158605.1 Sim Golob et al. (2019)
2A4 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2A.6 896 Lactococcus garvieae 99 99,78 LC145570.1 Sim Choksi et al. (2017)
2A7 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2A.8 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2A.10 902 E. faecalis 100 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2A.11 896 L. garvieae 99 99,78 LC145570.1 Sim Choksi et al. (2017)
2A.12 896 L. garvieae 99 99,78 LC145570.1 Sim Choksi et al. (2017)
CAA1 897  B. megaterium 100 99,78 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
CA.2 897  B. megaterium 100 99,78 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
CA.3 897  B. megaterium 100 99,78 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
CA4 897  B. megaterium 100 99,78 CP009920.1 Nao Velloso et al. (2020)
CA5 888  B. subtillis 100 100 OMO061702.1 Nao Spears et al. (2021)
CA.6 888  B. subtillis 100 100 OMO061702.1 Nao Spears et al. (2021)

*Frag: fragmento de DNA sequenciado em pares de bases; Cob: cobertura - percentual da sequéncia de interesse alinhada a uma sequéncia depositada no GenBank;
Ident: identidade maxima obtida com as maiores pontuacdes de alinhamento. Os isolados foram numerados utilizando-se a numeragéo da amostra recebida no
laboratdrio seguida do numero da coldnia isolada. Por exemplo, o isolado 1A.5 é o 5° isolado da amostra 1A. Os cédigos CA.1 a CA.6 referem-se as coldnias
sequenciadas do inoculante comercial BiomaPhos® produzido com Bacillus megaterium CNPMS B119 e B. subtilis CNPMS B2084.
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Tabela 2. Identificagdo molecular baseada no sequenciamento parcial do gene 716S rRNA de isolados bacterianos presentes em amostra de inoculantes produzidos
em sistema on farm e comercial com foco na multiplicagdo de Bacillus arayabhataii e potencial risco como patégeno humano e/ou animal.

Amostra : Provavel espécie GAcesso e patoggno Referéncia
enBank humano e/ou animal

1B.3 901  Enterococcus faecalis 100 0,0 99,78 NR_115765 Sim Golob et al. (2019)
1B.4 901 E. faecalis 100 0,0 99,78 NR_115765 Sim Golab et al. (2019)
1B.5 901 E. faecalis 100 0,0 99,78 NR_115765 Sim Golob et al. (2019)
1B.7 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golab et al. (2019)
1B.8 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1B.9 902  Klebsiella quasipneumoniae 100 0,0 99,67 CP014696.2 Sim Xie et al. (2018)
1B.10 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1B.11 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
1B.12 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golab et al. (2019)
2B.1 907 K. pneumoniae 100 0,0 99,78 CP040993.1 Sim Xie et al. (2018)

2B.2 907 K. pneumoniae 100 0,0 99,78 CP040993.1 Sim Xie et al. (2018)

2B.3 901 E. faecalis 100 0,0 99,78 NR_115765 Sim Golab et al. (2019)
2B.4 907 K. pneumoniae 100 0,0 99,78 CP040993.1 Sim Xie et al. (2018)

2B.5 901 E. faecalis 100 0,0 99,78 NR_115765 Sim Golab et al. (2019)
2B.7 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golob et al. (2019)
2B.9 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golab et al. (2019)
2B.10 902 K. quasipneumoniae 100 0,0 99,67 CP014696.2 Sim Xie et al. (2018)
2B.11 902 K. pneumoniae 100 0,0 99,67 MN999954.1 Sim Xie et al. (2018)
2B.12 902 E. faecalis 100 0,0 99,89 MN372133.1 Sim Golab et al. (2019)
CB.1 902  Bacillus aryabhattai 100 0,0 100 0U707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)
CB.2 902 B. aryabhattai 100 0,0 100 0U707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)
CB.3 902 B. aryabhattai 100 0,0 100 0uU707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)
CB.4 902 B. aryabhattai 100 0,0 100 0U707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)
CB.5 902 B. aryabhattai 100 0,0 100 0OU707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)
CB.6 902 B. aryabhattai 100 0,0 100 0U707431.1 Nao Kavamura et al.(2013)

*Frag: fragmento de DNA sequenciado em pares de bases; Cob: cobertura - percentual da sequéncia de interesse alinhada a uma sequéncia depositada no GenBank;
Ident: identidade maxima obtida com as maiores pontuacdes de alinhamento. Os isolados foram numerados utilizando-se a numeragéo da amostra recebida no
laboratério seguida do numero da colénia isolada. Por exemplo, o isolado 1B.5 é o 5° isolado da amostra 1B. Os cédigos CB.1 a CB.6 referem-se as col6nias
sequenciadas do inoculante comercial Auras® produzido com Bacillus arayabhataii CMAA 1363.
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Um total de 26 colbnias (63%) foram identificadas como Enterococcus
faecalis, frequentemente presente na microbiota intestinal de seres huma-
nos e animais e amplamente distribuida no ambiente (Biavasco et al., 2007;
Campos et al., 2013).

Diversos isolados de E. faecalis tém sido relatados como responsaveis
por bacteremia, septicemia, infecgdes do trato urinario, infec¢des de feridas,
meningites e endocardites em humanos, apresentando inclusive resisténcia
a multiplos antibiéticos (Cauwerts et al., 2007; Golob et al., 2019). Além dis-
s0, quase 20% dos isolados foram identificados como Klebsiella pneumoniae
ou K. quasipneumoniae, bactérias Gram-negativas patogénicas capazes de
causar infecgdes graves em humanos, também com capacidade em adqui-
rir resisténcia significativa a diversos antibiéticos. O espectro de infecgao é
amplo, incluindo infec¢des do trato urinario e infecgdes do trato respiratéd-
rio (Chew et al., 2021). Os demais contaminantes foram identificados como
Lactococcus garvieae (7%). As espécies de Lactococcus tém sido tradicio-
nalmente reconhecidas como organismos de baixa viruléncia que causam in-
fecgdes oportunistas em humanos. Entretanto, nos ultimos anos, um nimero
cada vez maior de patologias em humanos associadas a L. garvieae tém sido
relatadas, incluindo endocardite, abscesso hepatico, diverticulite, peritonite e
mesmo septicemia (Choksi et al., 2017).

Em fungédo destes riscos, as amostras de inoculantes produzidas on
farm neste estudo ndo foram testadas quanto a eficiéncia na promocéao de
crescimento de plantas. Apenas quatro coldénias das amostras on farm fo-
ram identificadas como pertencentes ao género Bacillus, provavelmente B.
megaterium, presentes nas amostras 1A e 2A, desenvolvidas com foco na
multiplicagdo de B. megaterium e B. subtilis (Tabela 1). J& nas amostras com
foco na multiplicagcao de B. arayabhataii, 1B e 2B, somente foram observados
isolados contaminantes (Tabela 2).

Estudos sobre inoculantes produzidos on farm e seus impactos sobre os
sistemas de producgao e os riscos potenciais para a saude publica sdo escas-
sos. No entanto, nossos achados corroboram estudos anteriores que reve-
laram baixa concentragao ou auséncia dos microrganismos-alvo (Valicente
et al., 2018; Lana et al., 2019; Bocatti et al., 2022). Além disso, também tem
sido relatada alta prevaléncia de contaminantes nas amostras, sendo varios
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potencialmente patogénicos para humanos e/ou animais (Lana et al., 2019;
Santos et al., 2020; Bocatti et al., 2022).

Assim como outros produtos utilizados na agricultura, a qualidade do pro-
duto biolégico é essencial para que possa promover os efeitos desejados.
O controle de qualidade de insumos microbioldgicos deveria ser uma etapa
fundamental do processo de produgao, seja em laboratérios, biofabricas on
farm ou nas empresas de grande porte (Monnerat et al., 2020). O controle
de qualidade visa avaliar as caracteristicas de bioprodutos sob diferentes
aspectos, de forma a garantir a sua qualidade, seguranca e eficacia (Yousten,
1984; OECD, 2013).

O efeito negativo de bioinsumos de baixa qualidade vai além do risco a
qualidade dos produtos agricolas, das lavouras e do meio ambiente, pois
os beneficios podem nao ser alcangados com seu uso. A falta de efeito por
ndo conter o microrganismo-alvo ou mesmo apresentar baixa concentragéo
pode colocar em duvida tecnologias consolidadas que sao importantes para a
sustentabilidade de sistemas de produgédo agricola brasileiros (Bocatti et al.,
2022). Além disso, o excesso de contaminantes presentes em produtos de
baixa qualidade pode levar a desequilibrios ecolégicos no solo ndo previstos,
pois a maioria destes microrganismos nao faz parte da microbiota nativa dos
solos brasileiros.

Caracterizagao molecular dos isolados de Bacillus

O perfil genético das quatro cepas de Bacillus isoladas das amostras
on farm, produzidas com foco na multiplicagdo de B. megaterium e B. sub-
tilis, foi comparado com as cepas B. megaterium CNPMS B119 e B. subtilis
CNPMS B2084 presentes no produto comercial BiomaPhos® (Lana et al.,
2020). Resultados baseados em ARDRA e ERIC-PCR mostraram perfis idén-
ticos com a cepa B. megaterium B119, indicando que o produto comercial
BiomaPhos® foi utilizado como inéculo (Figura 3).
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Figura 3. Comparacéo do perfil genético de cepas de Bacillus presentes em amostras on farm (1A1, 1A3, 2A1 e 2A2) com aquelas presentes no produto comercial
BiomaPhos® (CNPMS B119 e CNPMS B2084) obtida por: (A) andlises de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) e (B) sequéncias consenso repetitivas de
enterobactérias (ERIC-PCR). MM: 1 Kb Ladder (Invitrogen, EUA). Os retangulos em vermelho destacam os perfis idénticos das cepas presentes em amostras on farm com
a cepa Bacillus megaterium CNPMS B119.
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Em geral, a multiplicagdo de microrganismos no sistema on farm nao ob-
serva as premissas contidas na Lei n® 13.123/2015 (Brasil, 2015) e no seu
Decreto Regulamentador n® 8.772/2016 (Brasil, 2016), que estabelecem que
0 acesso ao patrimdnio genético brasileiro sera realizado mediante cadastro,
autorizacado ou notificagao, e serao submetidos a fiscalizagao, restricoes e
reparticdo de beneficios nos termos e nas condi¢des estabelecidas na legis-
lagdo. Assim, desde 2015, as pesquisas com patrimdnio genético brasileiro,
assim como o desenvolvimento de produtos com a biodiversidade nacional
necessitam de registro das atividades de acesso em um cadastro eletrénico,
denominado Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético - S e G. As
infracdes contra a Lei n® 13.123/2015 estéo apresentadas nos artigos 78 a 91
do Decreto n°® 8.772/2016, cujas penalidades cabiveis variam desde adver-
téncia e apreensdo das amostras de patrimdnio genético até multa, que pode
chegar a dez milhdes de reais.

De acordo com Embrapa (2021a), trés principios basicos deveriam ser
observados na produgao on farm de bioinsumos: (1) permissao de multiplica-
¢ao apenas de microrganismos que constam das listas oficiais do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), ou com especificacdo de
referéncia, e que sejam adquiridos em bancos de germoplasma reconhecidos
como oficiais; (2) necessidade de cadastro de estabelecimento produtor de
bioinsumos no Mapa e (3) necessidade de um responsavel técnico habilitado
para a producao de bioinsumos nas fazendas. Juntamente com o atendi-
mento a legislagdo e as boas praticas de produgao, estas recomendacoes
permitiiam aumentar a qualidade, seguranca e eficacia dos bioprodutos on
farm utilizados no Brasil.

Conclusoes

As amostras de inoculantes avaliadas produzidas com Bacillus em
sistema on farm, destinados ao uso como promotores de crescimento de
plantas, estao altamente contaminadas com microrganismos n&o-alvo, com
potencial risco para saude humana, animal e ao meio ambiente. O atendi-
mento a legislacdo, além de acdes rigidas de controle de qualidade e fisca-
lizagdo, sdo fundamentais para a seguranga e eficacia dos bioinoculantes
utilizados no Brasil.
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