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CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA, BIOQUÍMICA E MOLECULAR DE 

BACTÉRIAS DOS GÊNEROS Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus COM 

POTENCIAL ATIVIDADE ENTOMOCIDA, FUNGICIDA E SOLUBILIZADORA DE 

FOSFATO 

 

RESUMO  

 

A identificação correta de microrganismos destinados a produtos biológicos é de suma 

importância, uma vez que garante a qualidade do produto produzido. Assim, o uso de técnicas 

clássicas, como características morfológicas e bioquímicas, ou por métodos sofisticados, como 

sequenciamento genético NGS e/ou qPCR que auxiliam nesse processo. Desse modo, o objetivo 

geral desse trabalho foi identificar e caracterizar por métodos fenotípicos clássicos e genéticos, 

37 estirpes candidatas a referência pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e 

Brevibacillus, com potencial atividade entomicida, fungicida e solubilizadora de fósforo. Para 

a execução do trabalho, todas as estirpes foram retiradas da Coleção de Bactéria de 

Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Assim, inicialmente foram 

sequenciadas 21 estirpes, os quais foram identificadas como Bacillus thuringiensis, B. cereus, 

B. mycoides, B. tropicus, B. paranthracis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 

pumilus, B. spizizenii, Priestia megaterium, P. aryabhattai, Lysinibacillus capsici e 

Brevibacillus laterosporus, também foram detectados nos genomas das cepas, genes 

codificadores de metabólitos secundários. Foram desenvolvidos primers específicos para a 

identificação de 29 espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia, 

Brevibacillus e Paenibacillus, em que 20 obtiveram bons resultados. Posteriormente os mesmos 

foram usados na identificação de 600 estirpes, como forma de validação do método. Desse 

modo, foram identificadas 458 estirpes, em que 80% foram de espécies pertencentes ao grupo 

B. cereus. A caracterização morfológica das 37 estirpes foi realizada seguindo os princípios de 

Bergy’s Manual of Systematic Bacteriology. Por esse método, verificou-se que as cepas 

apresentaram características morfológicas e citomorfológicas heterogênicas. Na caracterização 

bioquímica por perfis de resistência à antimicrobianos, foram adotados os métodos de disco-

difusão e diluição em ágar com diferentes tipos de antibióticos e concentrações.  O teste de 

resistência a antimicrobianos indicou que 95% dos isolados foram resistentes a pelo menos um 

ou mais dos 23 antibióticos testados. Todas as cepas pertencentes ao grupo B. cereus s.l foram 

resistentes a antibióticos da classe dos β-lactâmicos. Também foi realizado a identificação das 

37 cepas por espectrometria de massa – MALDI TOF, no entanto, apenas uma cepa foi 100% 

identificada em nível de gênero e espécie, B. mycoides, quando utilizado o banco de dados 

disponível no software MALDI-Biotyper®. O confronto de perfis com o banco de dados 

suplementar, alimentado pelos espectros das 37 estirpes, resultou na identificação de apenas 9 

cepas. Foi avaliado o potencial entomicida das 37 cepas à insetos das ordens Lepidoptera 

(Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, Chrysodeixis includens), Coleoptera 

(Anthonomus grandis), Diptera (Aedes aegypti) e Hemiptera (Euschistus heros), e ao nematoide 

Caenorhabditis elegans. Também foi avaliado a ação antagonista dessas cepas contra os 

fitopatógenos F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Sclerotinia sclerotiorum e a solubilização de 

fósforo. Os resultados indicaram que houve uma diversidade de espécies patogênicas aos 

insetos da ordem Lepidoptera, incluindo B. thuringiensis e B. amyloliquefaciens, com taxa de 

mortalidade ≥ 80%. A espécie de B. atrophaeus foi patogênica ao nematoide C. elegans (85%). 

A espécie Priestia aryabhattai reduziu a sobrevivência de E. heros em 77%. E uma estirpe de 

B. subtilis (S2790) ocasionou 100% da mortalidade de A. grandis. Conclui-se que a 

caracterização fenotípica clássica aliada com a genética produz bons resultados, além disso esse 

estudo prospectou isolados com grande potencial para biocontrole e biofertilizantes destinados 

a agricultura sustentável. 
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PHENOTYPIC, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 

BACTERIA OF THE GENRES Bacillus, Lysinibacillus, Priestia and Brevibacillus 

WITH POTENTIAL ENTOMOCIDAL, FUNGICIDAL AND PHOSPHATE 

SOLUBILIZING ACTIVITY 

 

ABSTRACT 

 

The correct identification of microorganisms destined to biological products is of paramount 

importance, since it guarantees the quality of the product produced. Thus, the use of classical 

techniques, such as morphological and biochemical characteristics, or sophisticated methods, 

such as NGS genetic sequencing and/or qPCR, help in this process. Thus, the general objective 

of this work was to identify and characterize, by classical and genetic phenotypic methods, 37 

candidate strains for reference belonging to the genera Bacillus, Lysinibacillus, Priestia and 

Brevibacillus, with potential entomicidal, fungicidal and phosphorus solubilizing activity. To 

carry out the work, all strains were taken from the Invertebrate Bacteria Collection of Embrapa 

Genetic Resources and Biotechnology. Thus, initially 21 strains were sequenced, which were 

identified as Bacillus thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, B. tropicus, B. paranthracis, B. 

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus, B. spizizenii, Priestia megaterium, 

P. aryabhattai, Lysinibacillus capsici and Brevibacillus laterosporus, genes encoding 

secondary metabolites were also detected in the genomes of the strains. Specific primers were 

developed for the identification of 29 species belonging to the genera Bacillus, Lysinibacillus, 

Priestia, Brevibacillus and Paenibacillus, in which 20 obtained good results. Subsequently, 

they were used to identify 600 strains, as a way of validating the method. Thus, 458 strains 

were identified, of which 80% were from species belonging to the B. cereus group. The 

morphological characterization of the 37 strains was performed following the principles of 

Bergy's Manual of Systematic Bacteriology. By this method, it was verified that the strains 

presented heterogeneous morphological and cytomorphological characteristics. In the 

biochemical characterization by antimicrobial resistance profiles, disk diffusion and agar 

dilution methods with different types of antibiotics and concentrations were adopted. 

Antimicrobial resistance testing indicated that 95% of the isolates were resistant to at least one 

or more of the 23 antibiotics tested. All strains belonging to the B. cereus s.l group were 

resistant to β-lactam antibiotics. The 37 strains were also identified by mass spectrometry - 

MALDI TOF, however, only one strain was 100% identified at the genus and species level, B. 

mycoides, when using the database available in the MALDI-Biotyper® software. The 

comparison of profiles with the supplementary database, fed by the spectra of the 37 strains, 

resulted in the identification of only 9 strains. The entomicidal potential of 37 insect strains of 

the orders Lepidoptera (Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, Chrysodeixis 

includens), Coleoptera (Anthonomus grandis), Diptera (Aedes aegypti) and Hemiptera 

(Euschistus heros), and the nematode Caenorhabditis elegans was evaluated. The antagonistic 

action of these strains against the phytopathogens F. oxysporum f. sp. vasinfectum and 

Sclerotinia sclerotiorum and phosphorus solubilization. The results indicated that there was a 

diversity of pathogenic species to insects of the order Lepidoptera, including B. thuringiensis 

and B. amyloliquefaciens, with a mortality rate ≥ 80%. The species of B. atrophaeus was 

pathogenic to the nematode C. elegans (85%). The species Priestia aryabhattai reduced the 

survival of E. heros by 77%. And a strain of B. subtilis (S2790) caused 100% of the mortality 

of A. grandis. It is concluded that the classic phenotypic characterization combined with 
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genetics produces good results, in addition this study prospected isolates with great potential 

for biocontrol and biofertilizers intended for sustainable agriculture. 

 

Keywords: Bacterial identification, Genetic Sequencing, qPCR, Antibiotics, MALDI TOF 

MS, Biological Control.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

  

O Brasil é um país de clima tropical, e sua economia está intrinsicamente ligada à 

agricultura. Assim, a produtividade agrícola é constantemente ameaçada por inúmeros fatores 

bióticos e abióticos, dentre os quais estão as perdas substanciais na produção alimentar 

ocasionadas por insetos, fitopatógenos, plantas daninhas, desnutrição vegetal e fatores 

climáticos (ÂNGELO et al., 2010).  

O uso de insumos químicos é a medida protetiva mais utilizada no sistema convencional 

agrícola. Contudo, devido às aplicações excessivas destes produtos sintéticos, tem-se observado 

problemas ambientais constantes, que se caracterizam principalmente pela contaminação do 

solo e da água, bem como a seleção de insetos-praga resistentes (VALICENTE, 2009; 

CAMPANINI et al., 2012).  

É crescente no país a adesão por parte dos produtores rurais, práticas agrícolas 

ecologicamente e economicamente viáveis, que façam uso de organismos ativos biológicos, 

como bactérias, vírus, fungos, nematódeos e insetos-predadores (LANNA-FILHO et al., 2010, 

BRASIL, 2019a). A inserção de microrganismos e sua diversidade metabólica na agricultura 

vem se destacando ao longo do tempo, uma vez que a microbiota representa o repertório mais 

rico em diversidade química e molecular na natureza (HUNTER-CEVERA, 1998). Enquanto o 

mercado convencional de defensivos sintéticos tem apresentado sinais de estagnação, houve 

nos últimos 10 anos um aumento exponencial na venda e no uso de produtos biológicos. Nesse 

contexto, o mercado de bioprodutos, usados principalmente para o controle de pragas e doenças 

agrícolas cresceu mais de 70%, movimentando cerca de US$ 164,9 milhões em 2018 (BRASIL, 

2019b).   

Um dos grupos de microrganismos frequentemente usados na composição de produtos 

biológicos são as bactérias pertencentes ao gênero Bacillus e alguns gêneros correlatos, como 

Lysinibacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, Priestia, entre outros. Essas bactérias exibem 

propriedades fisiológicas bastante diversas, o que as tornam alternativas ecologicamente 

corretas, saudáveis e viáveis para mitigar o uso excessivo de fertilizantes e pesticidas na 

agricultura (BACH et al., 2022).  

Compreende-se que um dos princípios básicos a serem adotados na produção de 

bioprodutos, seja em escala comercial ou de forma caseira “on farm” é a pesquisa do material 

biológico a ser multiplicado, mas especificamente a identificação e caracterização do mesmo, 

com objetivo garantir a segurança da população e do meio ambiente, bem como estabelecer 
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padrões de qualidade e eficiência dos produtos (HALFELD-VIEIRA et al., 2016; CROPLIFE, 

2022). Assim, diversos métodos e técnicas são destinados a esse fim, a abordagem polifásica, 

por exemplo, é usada para distinguir, caracterizar e classificar espécies de bactérias com base 

em dados morfológicos e bioquímicos suplementados com informações obtidas de técnicas 

moleculares, como sequenciamento genético e Real time – PCR (COLWELL, 1970). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

  

 Em um processo de produção de produtos biológicos, seja o mesmo destinado ao 

registro e comercialização ou por uso próprio na produção “on farm”, conhecer o material 

biológico a ser multiplicado é imprescindível. Assim, realizar a correta e precisa identificação, 

caracterização e classificação do microrganismo garante um controle de qualidade eficiente do 

processo, bem como um bioproduto 100% eficaz e livre de quaisquer contaminantes que 

possam pôr em risco a saúde humana e animal. Desse modo, o uso de técnicas clássicas, como 

caracterizações fenotípicas por propriedades morfológicas e bioquímicas, e/ou métodos 

sofisticados, como caracterizações moleculares por sequenciamento genético NGS e qPCR 

podem auxiliar nesse processo. 

Os critérios morfológicos, fisiológicos e bioquímicos são os métodos mais utilizados na 

caracterização de microrganismos (bactérias), uma vez que são técnicas baratas, fácies de serem 

reproduzidas e interpretadas. Além disso, são métodos que auxiliam na compreensão sobre a 

forma e estrutura dos organismos, bem como sobre a função ecológica e da fisiologia ideal de 

crescimento dos mesmos. No entanto, as caracterizações fenotípicas clássicas podem gerar 

identificações simplistas e muitas vezes errôneas, visto que um mesmo microrganismo pode 

apresentar caracteres fenotípicos diferentes de acordo com as variações das condições de 

crescimento ou padrões fenotípicos bastante similares em espécies próximas filogeneticamente. 

Ademais, a interpretação dos resultados nas caracterizações fenotípicas envolve julgamento 

subjetivo, havendo assim a necessidade de uma padronização constante desses testes. 

 Por outro lado, as caracterizações baseadas em análises de DNA e RNA permitiram 

compreender as relações evolutivas e ancestrais de cada microrganismo. O sequenciamento 

genético baseado em 16S rDNA, por exemplo, ainda é considerado o padrão-ouro da taxonomia 

bacteriana, por ser um método barato, totalmente reprodutível em laboratórios, não requerente 

de cultura bacteriana e, e por ser uma molécula universal na identificação de bactérias. Contudo, 

esse método não garante a distinção coesa de espécies intimamente ligadas, visto que as 

sequências de espécies muito próximas não apresentam diferenças significativas que possam 
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ser úteis em suas distinções. Todavia, o sequenciamento do 16S rDNA foi extremamente 

importante e útil na criação e reclassificação de espécies e gêneros, antes identificados por 

critérios clássicos.  

Além disso, houve uma maior disponibilidade de sequências genéticas em bancos 

públicos, que junto com o advento da bioinformática auxiliou no surgimento de abordagens 

genéticas mais complexas, como a genômica comparativa, que foi responsável por analisar o 

genoma completo das espécies permitindo detectar genes importantes e atuantes em diversas 

funções, como genes responsáveis pela produção de fenótipos únicos, pela produção de 

metabolitos secundários e toxinas com capacidade biotecnológica, genes de manutenção e 

sobrevivência da espécie que são úteis na identificação e classificação microbiana. 

 Desse modo, o uso de caracterizações fenotípicas clássicas aliadas as genéticas podem 

acarretar identificações e caracterizações microbianas mais confiáveis, sensíveis, coesas, 

práticas e de baixo custo, auxiliando assim em um processo de produção de bioprodutos 

completamente eficiente e de qualidade.  

 

3. OBJETIVOS  

  

3.1. Objetivo Geral  

  

Identificar e caracterizar por métodos fenotípicos clássicos e genéticos, 37 estirpes 

candidatas a referência pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e 

Brevibacillus, com potencial atividade entomicida, fungicida e solubilizadora de fósforo.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

1. Identificar 21 estirpes pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia por sequenciamento de nova geração (NGS). E 

analisar o genoma dessas cepas, por meio da bioinformática, na busca por genes 

responsáveis pela biossíntese de metabólitos secundários importantes; 

 

2. Desenvolver primers específicos para qPCR e identificar (detectar) espécies 

pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus; 
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3. Caracterizar 37 estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp. e 

Priestia spp. pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia por parâmetros morfológicos e citomorfológicos; 

 

4. Determinar o perfil de resistência a antibiótico de 37 cepas bacterianas pertencentes aos 

gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus como uma premissa de 

isolamento e característica taxonômica das espécies; 

 

5. Identificar 37 isolados de Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus, advindos da 

Coleção Bacteriana de Invertebrados -– Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 

por espectrometria de massa – MALDI TOF MS e abordagem comparativa por MALDI-

Biotyper; 

 

6. Prospecção de cepas de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus 

spp. solubilizadoras de fósforo e com ação patogênica a pragas e fitopatógenos de 

importância agrícola e vetores de doenças; 

 

7. Definir se os métodos utilizados são suficientes para identificar e classificar as bactérias 

pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. E determinar 

um protocolo de identificação eficaz, prático e funcional para essas espécies. 

 

4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

4.1. PRODUTOS BIOLÓGICOS  

 

A demanda por insumos biológicos, como bioestimulantes, biopesticidas e 

biofertilizantes tem crescido no Brasil à medida que a agricultura global procura avançar em 

busca de formas mais sustentáveis para aumentar a produtividade e proteção de cultivos 

agrícolas (DENT, 2021). Estima-se que o mercado global de biofertilizantes e biopesticidas 

atingirá US$ 12 bilhões até 2031, de acordo com sua taxa de crescimento atual (DENT, 2021). 

No Brasil, de acordo com a CropLife (2021) o mercado de produtos biológicos atingirá em 

2030 cerca de R$ 3,7 bilhões, representando um crescimento de 107% em comparação com a 

previsão de 2021, de quase R$ 1,8 bilhão. Grandes culturas como soja, cana-de-açúcar e milho, 
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representam 75% desse mercado. Somente com a cultura da soja, estima-se uma economia 

anual de US$ 15 bilhões pelo uso de produtos biológicos destinados a fixação de nitrogênio 

(EMBRAPA, 2021). 

A expansão do mercado de biológicos no Brasil vem sendo estimulada pela 

implementação do Programa Nacional de Bioinsumos e pela priorização do tema dentro de 

organizações como a Embrapa, universidades, outras instituições de pesquisa brasileira e pela 

iniciativa privada (EMBRAPA, 2021). Além do estímulo para compra e uso de produtos 

biológicos, existe também um encorajamento para produção nacional desses bioinsumos. 

Assim, um levantamento internacional realizado em 2018, destacou que o Brasil é o quarto país 

com melhor desempenho na produção de produtos biológicos, respondendo por 7% da 

comercialização mundial. Entretanto, o setor biológico é liderado pelos Estados Unidos (37%), 

Espanha (14%) e Itália (10%) (BRASIL, 2019). 

O Brasil é uma referência mundial na utilização de defensivos biológicos. Ao todo, são 

552 produtos de baixo impacto registrados pelo MAPA desde o ano de 2000. Esses produtos 

podem ser usados na agricultura orgânica por possuírem ingredientes ativos biológicos, como 

microrganismos (bactérias, fungos e vírus), macrorganismos (inimigos naturais), bioquímicos 

(hormônios e enzimas), semioquímicos (feromônios e aleloquímicos), reguladores de 

crescimento vegetal e extratos vegetais. Somente para o controle de pragas agrícolas, de janeiro 

a julho de 2022 foram registrados pelo MAPA 43 novos produtos (BRASIL, 2022).  

O aumento de produtos biológicos registrados no Brasil vem crescendo com o passar 

dos anos, sendo os microrganismos os mais utilizados como base dos bioprodutos. De acordo 

com CropLife (2022) 64% da produção de produtos biológicos é com microrganismos, sendo 

53% destinados ao controle biológico de pragas, como bioinseticidas. Dente os microrganismos 

utilizados, os fungos e as bactérias são considerados os principais agentes biológicos para 

composição de formulações biológicas, visto que os mesmos possuem alto nível de 

especificidade, afetando apenas os organismos alvos, também são eficazes em dosagens 

mínimas, possuem baixo nível de resíduo ambiental e, reduzem significamente o uso de 

produtos químicos aplicados em larga escala (MALAIKOZHUNDAN et al., 2017). 

Ademais, esses produtos são importantes para agricultura não apenas pelo impacto 

toxicológico e ambiental, mas também por beneficiar as culturas de suporte fitossanitário 

insuficiente (minor crops), visto que os mesmos são registrados por pragas e não por cultura, 

como acontece com os insumos químicos (BRASIL, 2022). 
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4.2. BACTÉRIAS 

  

As bactérias constituem-se como o grupo mais diversos e abundante entre os organismos 

do planeta Terra (WHITMAN et al., 1998). Esses pequenos organismos vivos estão presentes 

em todos os ambientes terrestres e aquáticos, ocupando e colonizando todos os tipos de nichos 

ecológicos possíveis, como no interior e nas superfícies de plantas, água, rochas, geleiras e, em 

ambientes muitos quentes, como vulcões. Em outras palavras, as bactérias toleram condições 

incompatíveis com a vida humana, como temperaturas superiores a 100 ºC ou em ambientes 

com baixa disponibilidade de nutrientes (VIDEIRA et al., 2007; JACOB, 2017; 

THOMASHOW et al., 2018; WHITE, 2019).  

Devido ao aumento das preocupações acerca das questões ambientais, as bactérias 

passaram a ser estudadas, com o intuito de amenizar os problemas de poluição e degradação do 

meio ambiente, assim como melhorar a qualidade dos processos e produtos agrícolas e 

florestais. Estes microrganismos desempenham papel fundamental na natureza, atuando em 

diversos processos biológicos e químicos dos ecossistemas, principalmente em processos como 

fotossíntese, decomposição de matéria orgânica, regulação de funções orgânicas em plantas e 

animais (MERICI et al., 2017).  

Assim, muitas bactérias isoladas de diferentes habitats possuem potencial 

biotecnológico (BROADBENT et al., 2003; CHEMIER et al., 2009), uma vez que 

determinadas estirpes bacterianas possuem ação entomopatogênica no controle de pragas e 

doenças, produzem enzimas na biorremediação, e promovem o crescimento vegetal através de 

diferentes mecanismos (FELDHAAR, 2011; KAYA et al., 2012; MERICI et al., 2017).  

Por anos, as bactérias têm sido descritas e identificadas por metodologias tradicionais, 

baseadas em características fenotípicas, obtidas através de métodos empíricos e sujeitos a 

grandes variações. Devido a isto, esta área de pesquisa vem sendo revolucionada pelo uso de 

novas e eficientes ferramentas para identificar e caracterizar bactérias, especialmente por 

métodos moleculares que envolvem propriedades genômicas (VIDEIRA et al., 2007).   

 

4.2. FILO FIRMICUTES  

  

  

O filo Firmicutes consiste em sete classes bacterianas - Bacilli, Clostridia, 

Erysipelotrichia, Thermolithobacteria, Negativicutes, Limnochordia e Tissierellia – dentro das 

quais estão alocadas pelo menos 45 famílias e 420 gêneros (Listo f aproved bacterial names; 

www.bacterionet.com, 24/07/2022) (FRITZE, 2004; SOKOLOVA et al., 2007; DE VOS et al., 
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2009; MARCHANDIN et al., 2010; GALPERIN et al.; 2013). Uma característica marcante do 

filo é a presença de parede celular rígida, composta por ácido murâmico e ácido teicóico, em 

algumas espécies (FRITZE, 2004; SCHLEIFER, 2009; DE VOS et al., 2009; GALPERIN et 

al.; 2013).  

O filo também é fenotipicamente diverso, com células esféricas, retas, curvas, bastões, 

helicoidais ou sarcinas, podendo ou não apresentar flagelos (SCHLEIFER, 2009; LOGAN et 

al., 2009). Espécies desse filo são aeróbicas, aeróbicas facultativas ou anaeróbias. Ademais, a 

maioria dos membros são considerados quimio-organotróficos, outros são foto-heterotróficos 

anoxigênicos. Em sua maioria são mesófilos, termófilos e/ou halófitos. Crescem em pH neutro, 

enquanto alguns são acidófilas ou alcalificas (SCHLEIFER, 2009; LOGAN et al., 2009).  

Além disso, as espécies Firmicutes possui como característica diagnóstica o baixo 

conteúdo de bases citosina (C) e guanina (G), percentual de G+C de <50% no DNA genômico, 

contudo, existem representes deste filo que fogem à regra, por apresentarem conteúdo 

percentual de G+C > 60%, por exemplo Symbiobacterim thermophilum (GALPERIN et al., 

2013).  

A formação de endóporos (esporos) é uma característica exclusiva dos membros 

Firmicutes. Entretanto, a endoesporulação não constitui uma característica universal do filo, 

uma vez que as linhagens alocadas na classe Thermolithobacteria são asporogênicas. Nas 

demais classes, espécies formadoras de endósporos coexistem com não formadoras, sendo que 

em mesmo gênero pode haver espécies esporulantes e asporogênicas. No entanto, os membros 

capazes de formar endósporos compartilham um conjunto mínimo de genes homólogos 

envolvidos na esporulação (FRITZE, 2004; DE VOS et al., 2009; GALPERIN et al., 2013). 

No filo Firmicutes, a ordem Bacillales, dentro da classe Bacilli abriga importantes 

famílias de bactérias produtoras de endósporos, como Bacillaceae, Alicycobacillaceae, 

Paenibacillaceae, Pasteuriaceae, Planococcaceae, Sporolactobacillaceae e 

Thermoactionomycetaceae. Os gêneros pertencentes a essas famílias que acomodam o maior 

número de espécies são: Bacillus (cerca 377 espécies e 8 subespécies), Paenibacillus (cerca de 

240 espécies e 4 subespécies), Virgibacillus (35 espécies), Lysinibacillus (cerca de 30 espécies), 

Alicyclobacillus (26 espécies e 2 subespécies), Halobacillus (21 espécies), Geobacillus (20 

espécies e 4 subespecies) e Brevibacillus (23 espécies) (FRITZE, 2004; DE VOS et al., 2009; 

LOGAN et al., 2009).  
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4.2.1. Família Bacillaceae 

 

A família Bacillaceae abriga gêneros compostos por espécies aeróbias ou aeróbias 

facultativas, quimiorganotróficas, produtoras de catalase, Gram-positivas e, em maioria, 

formadoras de esporos. Em décadas passadas, os membros dessa família eram todos alocados 

no gênero Bacillus. No entanto, a partir de 1990, devido as análises baseadas em sequencias de 

genes de rRNA 16S, diversos novos gêneros foram propostos para realocar essas espécies de 

maneira adequada (MANDIC-MULEC et al., 2015; DE VOS et al., 2009). Assim, até o ano de 

2009 a família Bacillaceae abrigava 30 gêneros (DE VOS et al., 2009), porém, em um estudo 

recente envolvendo análises filogenômicas e genômicas comparativas, Gupta et al. (2020) 

reclassificaram 148 espécies bacterianas alocadas no gênero Bacillus, em 17 novos gêneros. 

Desse modo, a família Bacillaceae passou a compreender um total de 47 gêneros, incluindo os 

gêneros Bacillus, Lysinibacillus e Priestia. 

 

4.2.2. Gênero Bacillus  

  

O gênero bacteriano Bacillus possui uma longa e rica história nos anais da 

microbiologia.  Durante a década de 1870, Ferdinand Cohn, isolou uma pequena bactéria móvel 

e aeróbica de infusões de feno fervido, ao qual denominou-a de Bacillus subtilis, posterior, que 

significa “vara fina”. Nas décadas de 1930 e 1940, o gênero Bacillus ganhou uma definição 

clara de suas espécies, ao qual foram descritas como bactérias em forma de bastonetes capazes 

de formar aerobicamente endósporos refratários resistentes ao calor, secagem e outras agentes 

destrutivos (COHN, 1872; GORDON et al., 1973; GALPERIN et al., 2013; ZEIGLER; 

PERKINS, 2021).  

As espécies de Bacillus pertencem ao filo Firmicutes, classi Bacilli, ordem Bacillales e 

família Bacillaceae (MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 2011). Além disso, esse gênero 

compreende cerca de 280 (> 390 com sinônimos) espécies, com nomes validamente publicados 

no site http://www.bacterio.net/bacillus.html (PARTE, 2018). Salvo algumas espécies 

divergentes, esse gênero é composto por dois principais clados de espécies que são 

filogeneticamente não relacionados. O primeiro é conhecido como “Cereus clade”, que contém 

várias espécies que são importantes patógenos de humanos, B. anthracis e B. cereus, e 

patógenos de insetos, B. thuringiensis (DE VOS et al., 2009; BHANDARI et al., 2013). O 

segundo clado é denominado “Subtilis clade” que contém espécies com importantes aplicações 
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biotecnológicas e biofarmacêuticas, como B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 

pumilus, entre outros (ASH et al., 1991; DE VOS et al., 2009; BHANDARI et al., 2013).  

As principais características das espécies de Bacillus são seu crescimento aeróbio ou 

anaeróbio, morfologia bacilar, motilidade flagelar, Gram-positivas, tamanho variável (0,5 a 10 

µm) e crescimento em pH neutro. Ademais, a maioria das espécies são mesófilas, cuja faixa de 

temperatura de crescimento varia entre 30 e 45 ºC, porém existem também espécies termófilas, 

que crescem em temperaturas acima de 65 ºC (RABINOVITCH et al., 2015; MADIGAN et al., 

2016).   

Além disso, espécies desse gênero são ubíquas, podendo ser encontradas em regiões e 

ecossistemas diversificados, devido a sua capacidade de formar endósporos, característica que 

lhes confere resistência e aumenta seu isolamento em vários habitats, tanto aquáticos quanto 

terrestres, e até mesmo em ambientes sob condições extremas (TEJERA-HERNÁNDEZ et al., 

2011). Além do mais, essas bactérias podem ser encontradas em solos com muita acidez, áreas 

desérticas do Antártico, em animais vertebrados e invertebrados e no ar (EHLING-SCHULZ; 

MESSELHÄUSSER, 2013; LOGAN; HALKET, 2011; MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 

2011). 

Membros desse gênero possuem uma grande diversidade metabólica e funcional 

dedicados à produção de substâncias reconhecidas em aplicações biotecnológicas e 

biofarmacêuticas, com propriedades antimicrobianas, surfactantes e promotoras de crescimento 

vegetal (ONGENA; JACQUES, 2008), como os fitohormônios, para estimular o crescimento 

de plantas, polissacarídeos para formação de biofilme, sideróforos para solubilização de ferro, 

enzimas líticas e uma variedade de policetídeos e lipopeptídeos sintetizados não ribossomais 

com ação patogênica contra fungos, bactérias e insetos (RÜCKERT et al., 2011; HARWOOD 

et al., 2018).  Também atuam na solubilização de fosfato (RAMÍREZ et al., 2014) e, na fixação 

de nitrogênio pela atividade enzimática da nitrogenase, produzidas por espécies como Bacillus 

megaterium, B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. circulans, B. firmus, B. subtilis, B. 

marisflavi e B. alkalidiazotrophicus (XIE et al., 1998; DING et al., 2005; SOROKIN et al., 

2008). Além disso, dendro do gênero Bacillus existe espécies promissoras ao controle de pragas 

agrícolas, denominadas entomopatogênicas, devido a produção de inclusões proteicas (cristais) 

que são tóxicos a um vasto número de espécies de insetos, uma das espécies mais conhecidas 

para esse fim é o Bacillus thuringiensis (COSTA et al., 2010).  
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4.2.2.1. Grupo Bacillus cereus sensu lato  

  

O grupo Bacillus cereus sensu lato (s.l) consiste em um complexo de espécies 

bacterianas, pertencentes ao gênero Bacillus, com baixo percentual molecular de GC no seu 

DNA (32-62%) (PRESCOTT et al., 2008). Essas bactérias são caracterizadas como Gram-

positivas, formadoras de esporos, com metabolismo aeróbico ou anaeróbio facultativo (FIRA 

et al., 2018). Possuem genomas altamente conservados, com tamanhos que variam de 5,2 a 5,9 

pb e sequencias genéticas de 16S rRNA muito similares entre si (EHLING-SCHULZ et al., 

2019).  

Membros desse grupo são excepcionalmente onipresentes, uma vez que são amplamente 

distribuídas em uma variedade de nichos ecológicos, estando presentes em solo, água, rizosfera 

de plantas, e sistemas gastrointestinais de humanos, animais e insetos (OWUSU-KWARTENG 

et al., 2017). Do ponto de vista biotecnológico, a característica mais importante dessas espécies 

constitui-se na capacidade de produzir uma grande diversidade de substância antagonistas, com 

amplo espectro de patogenicidade, altamente divergentes entre si (RASKO et al., 2005; FIRA 

et al., 2018).  Essas propriedades patogênicas também possuem alto potencial inseticida, aos 

quais proporcionam impactos significativos na saúde humana e na agricultura, principalmente 

no controle biológico de pragas e doenças (PERALTA; PALMAS, 2017). 

O cluster filogenético de Bacillus cereus s.l compreende nove espécies, que apresentam 

relações filogenéticas próximas, porém com alta diversidade ecológica (FAYAD et al. 2019). 

As espécies mais estudadas dentro do grupo são B. anthracis, agente etiológico do antraz, 

descoberto por Robert Koch no século XIX (OKINAKA et al.,1999; TURNBULL, 2002), B. 

cereus sensu stricto, patógeno oportunista causador de infecções gastrointestinais em humanos 

(SASAHARA et al., 2011), e a espécie B. thuringiensis, uma bactéria entomopatogênica, 

produtora de δ-endotoxinas com ação bioinseticida em diversas ordens de artrópodes (PALMA 

et al., 2014).   

O grupo também compreende espécies com menor importância econômica, como B. 

mycoides e B. pseudomycoides, promotores de crescimento radicular (NAKAMURA, 1998); B. 

cytotoxicus, bactéria com termotolerância e citotoxicidade (GUINEBRETIÈRE et al., 2013); 

B. wehenstephanensis e B. wiedmannii, que possuem psicotolerância e habilidade de 

deterioração dos alimentos (LECHNER et al., 1998; MILLER et al., 2016) B. toyonensis, 

utilizado na nutrição animal como probiótico. Também foram propostas e validadas para esse 

grupo espécies como B. paranthracis, B. pacificus, B. tropicus, B. albus, B. mobilis, B. luti, B. 

proteolyticus, B. nitratireducens e, B. paramycoides (LIU et al., 2017). Além disso, 
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recentemente foram propostos novos membros plausíveis ao grupo, em torno de 15 espécies, 

porém não validados (ZERVAS et al., 2020). 

Assim, ao logo dos anos, a filogenia do grupo B. cereus s.l foi excessivamente analisada 

por diversos métodos, como observações fenotípicas, hibridação DNA-DNA, análise de 

sequencias de rRNA 16S e 23S e os genes conservados de sobrevivência (housekeeping) 

(MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 2011; KAMAR et al., 2013). No entanto, a classificação 

de espécies pertencentes a esse grupo bacteriano é um tanto quanto desafiadora, uma vez que 

membros deste grupo possuem sequências de rRNA 16S e 23S altamente semelhantes, 

principalmente entre as espécies de B. thuringiensis e B. cereus (LIU et al., 2015; PATIÑO-

NAVARRET; SANCHIS, 2017).  

 

4.2.2.1.1. Bacillus cereus  

 

O Bacillus cereus sensu stricto (s.s) é considerada a espécie modelo do grupo Bacillus 

cereus s.l. É uma bactéria ubíqua, Gram-positiva, com pouca mobilidade, aeróbica e/ou 

aeróbica facultativa.  Seus esporos são altamente resistentes ao calor, ácido, UV e dessecação 

(EHLING-SCHULZ et al., 2015). Suas células vegetativas são consideradas grandes, medindo 

de 3 a 5 μm de comprimento e 1μm de largura, e são tipicamente organizadas em cadeias 

(DROBNIEWSKI, 1993; CALLEGAN et al., 1999; LOGAN et al., 1999).  

A espécie bacteriana foi identificada pela primeira vez em 1906, pelo pesquisador 

Plazikowski, ao qual associou a bactéria a uma intoxicação alimentar, advindos de alimentos 

contaminados (JAY et al., 2005). Apesar de ser uma espécie bacteriana que completa seu ciclo 

de vida saprófito completo, B. cereus é considerada a causa mais importante de distúrbios 

gastrointestinais severos em humanos, assim como patógeno oportunista causador de infecções 

em lesões epiteliais, sistemáticas e endocardites, sendo que sua patogenicidade está 

intimamente ligada à sua constituição genética (SCHOENI; WONG, 2005; SASAHARA et al., 

2011; EHLING-SCHULZ; MESSELHÄUSSER, 2013).   

Essa espécie abriga várias toxinas que estão associadas principalmente a dois tipos de 

doenças gastrointestinais, a emética e síndrome diarreica. A doença emética é causada pelo 

dodecadepsipeptídeo cerulide, que é produzido nos alimentos antes da ingestão (AGATA et al., 

1995), enquanto a doença diarreica é causada por enterotoxinas produzidas após a ingestão de 

bactérias viáveis ou esporos (GRANUM et al., 1993; CLAVEL et al., 2007). Essas 

enterotoxinas são a hemolisina BL de três componentes – HBL (BEECHER et al., 1995), a 
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enterotoxina não hemolítica de três componentes – Nhe (LUND; GRANUM, 1996) e a proteína 

única CytK – citotoxina K (LUND et al., 2000). 

B. cereus é muito semelhante geneticamente à B. thuringiensis. A ausência de genes cry 

em B. cereus parece ser a principal diferença entre essas espécies (PERCHAT et al., 2005). No 

entanto, apesar da ausência de genes codificadores de proteínas Cry em B. cereus, algumas 

estirpes dessa espécie apresentaram segregar uma exotoxina inseticida estável ao calor 

(KRIEG; LYSENKO, 1979; OHBA et al., 1981). Entretanto, estudos realizados por Castillo-

Esparza et al. (2021) verificaram a existência de uma proteína semelhante a Cry, em uma cepa 

de B. cereus s.s, com 41% de identidade e, estrutura tridimensional similar a estrutura das 

proteínas Cry de três domínio. Todavia, os mesmos autores relataram que, embora esta cepa de 

B. cereus seja capaz de expressar uma proteína similar a Cry, a espécie bacteriana foi incapaz 

de produzir cristais durante a fase de esporulação, devido possivelmente à ausência do terminal 

C, ao qual é essencial na cristalização e expressão de várias proteínas Cry.  

Existem relatos da patogenicidade de algumas cepas de B. cereus à insetos, por 

infecções naturais ou induzidas na microbiota intestinal de larvas de escaravelhos 

(SELVAKUMAR et al., 2007), mosquitos anofelinos (CHATTERJEE et al., 2010) e o besouro 

da farinha, Tribolium castaneum (KUMARI; NEELGUND, 1985). 

 

4.2.2.1.2. Bacillus thuringiensis  

  

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma espécie Gram-positiva, anaeróbica facultativa, com 

pouca mobilidade. Possui células vegetativas que ocorrem isoladamente ou em cadeia, e que 

possuem um comprimento variável de 1,0 a 5,0 μm. A conformação dos esporos é elipsoide, 

em algumas estirpes cilíndricas, sendo subterminais, paracentrais em esporângios não inchados. 

Dentro dos esporângios abrigam-se corpos parasporais adjacentes aos esporos, conhecidos 

principalmente por δ-endotoxinas, aos quais podem ser bipiramidais, cuboides, esféricos a 

ovoides, plano-retangular, ou de forma heteromórfica (LOGAN, DE VOS et al., 2009).  

Devido à sua capacidade de tolerar um amplo espectro de temperatura de crescimento, 

variando de 10 a 30º C e, no máximo 40 a 45º C (DE VOS et al., 2009), o Bt ocupa diversos 

ecossistemas, como solo, rizosfera, água, grãos, poeira de silo, filoplano, cadáveres de insetos, 

crustáceos e anelídeos (HENDRIKSEN et al, 2002; BIZZARRI et al., 2008). Além de possuir 

alta especificidade aos seus organismos alvos, ausência de toxidade às plantas, mamíferos e 

vertebrados. Além disso essa espécie não possui efeito poluente ao meio ambiente 

(WHITELEY et al., 1986; BRAVO et al., 2005).   
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A espécie foi identificada pela primeira vez em 1901, pelo bacteriologista japonês 

Shigetane Ishiwata, em larvas infectadas e mortas de Bombyx mori, bicho-da-seda 

(Lepidoptera: Bombyciedae). Devido ao nome da doença “sotto disease” Ishiwata nomeou a 

espécie bacteriana como Bacillus sotto (AOKI et al., 1915; BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). 

Entretanto, essa nomenclatura foi modificada para Bacillus thuringiensis em 1915 por Ernst 

Berliner, pesquisador do estado alemão de Turíngia, designação para o subnome da espécie 

“thuringiensis”, em larvas mortas de Ephestia kuhniella, traça da farinha (Lepidoptera: 

Pyralidae) (MILNER, 1994; FEDERICI et al., 2010).  

O primeiro registro de sua aplicação no controle de insetos ocorreu na Hungria no final 

de 1920, e na Iugoslávia no início da década de 1930, sendo usado no controle da broca do 

milho europeu (LORD, 2005). No entanto, o primeiro pesticida comercial à base de Bt, 

produzido para controlar traças da farinha foi desenvolvido em 1938 na França, sendo 

denominado como Sporine (QAIM et al., 2003; KLETER et al., 2007).  

Como importante agente biológico e/ou como componente genético em culturas 

transgênicas, o B. thuringiensis tem sido mundialmente utilizado para o controle de pragas e 

doenças por várias décadas, mostrando-se bastante eficiente e útil na redução do uso de 

inseticidas químicos, uma vez que essa espécie bacteriana é ativa contra mais de 150 espécies 

de pragas de insetos (JISHA et al., 2013). A atividade inseticida de B. thuringiensis é atribuída, 

em grande parte, aos cristais parasporais, aos quais são formados no início do processo de 

esporulação. Entende-se que produção de proteínas cristalinas por Bt, no início do processo de 

esporulação e durante a fase de crescimento estacionária é caracterizada como um fenômeno 

biológico, regulado geneticamente, e sendo condicionado a um estado compensativo ao estresse 

físico ocasionado na bactéria, decorrente da perda de água durante a formação de esporos. Esse 

processo pode oferecer uma vantagem adicional de sobrevivência à bactéria, além de exercer 

ação letal contra insetos pragas (IBRAHIM et al., 2010). 

O Bt pode produzir um ou mais tipos de proteínas cristalinas parasporais, 

concomitantemente com a esporulação (JISHA et al., 2013). As inclusões proteicas cristalinas 

(Cry) ou citolíticas (Cyt) isoladamente ou em combinação constituem as δ-endotoxinas 

(BULLA et al., 1980; ASANO et al., 1997; PALMA et al, 2014). As proteínas Cry exibem 

efeito tóxico experimentalmente verificável para um organismo alvo ou têm similaridade de 

sequência significativa com uma proteína Cry conhecida. As proteínas Cyt exibem atividade 

hemolítica com semelhança de sequência óbvia com uma proteína Cyt conhecida. Além disso 



 

14 

 

essas proteínas são codificadas principalmente por genes extracromossômicos localizados nos 

plasmídeos. E as proteínas cristalinas liberadas durante a fase estacionária (senescência) do seu 

ciclo de crescimento representam 20% - 30% do peso seco das células dessa fase (AGAISSE; 

LERECLUS, 1995; JISHA et al., 2013). 

As δ-endotoxinas atuam como agentes de controle biológico em uma larga escala de 

pragas, principalmente nas ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, além de alguns 

nematoides, protozoários e ácaros (PRAÇA et al., 2004; BRAR et al., 2006; MELATTI et al., 

2010). Estes cristais ao serem ingeridos pelos insetos são solubilizados no intestino médio, as 

toxinas são então ativadas proteoliticamente pelas proteases do intestino médio, e se ligam a 

receptores específicos localizados na membrana celular do mesmo, levando à ruptura celular e 

morte do inseto (SCHNEPF et al., 1998; POLANCZYK et al., 2004; BRAVO et al., 2007). 

Além das proteínas cristalinas, o Bt é capaz de produzir toxinas inseticidas durante a 

fase de crescimento vegetativo da bactéria, estes são posteriormente secretados no meio de 

cultura e foram designados como proteínas inseticidas vegetativas (Vip) (ESTRUCH et al., 

1996; WARREN et al., 1997) e proteína inseticida secretada (Sip) (DONOVAN et al. 2006). 

As toxinas Vip não possuem a forma de corpos de inclusão parasporais, mas são produzidas e 

secretadas durante a fase de crescimento vegetativo do Bt e sua expressão termina antes do 

início da fase de esporulação. Essas toxinas inseticidas foram caracterizadas como Vip1, Vip2, 

Vip3 e Vip4 e, possuem atividade entomopatogênica para insetos coleópteros e lepidópteros 

(PALMA et al., 2014). As toxinas Sip possuem atividade inseticida contra Coleópteros como 

Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica undecimpunctata howardi e Diabrotica virgifera 

virgifera (DONOVAN et al. 2006). 

 

4.2.2.2. Grupo Bacillus subtilis sensu lato  

  

A maioria das espécies amplamente exploradas para aplicações biotecnológicas são as 

espécies pertencentes ao grupo Bacillus subtilis sensu lato “Subtilis clade” (PÉREZ-GARCÍA 

et al., 2011), uma vez que membros desse grupo são consideradas fábricas microbianas para 

produção de uma vasta gama de moléculas biologicamente ativas e potencialmente inibitórias 

ao crescimento de fitopatógenos (PALAZZINI et al., 2016). As espécies que compõem o 

complexo B. subtilis s.l são intimamente ligadas em decorrência da análise de alinhamento 

pareado das sequências do gene 16S rRNA (HUTSEBAUT et al., 2006). Além disso, membros 

desse grupo possuem características celulares semelhantes, como células vegetativas com 

comprimento de 0.5 a 1 µm e largura < 1 µm, móveis, esporos cilíndricos ou elipsoidais, 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b60
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b60
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b60
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b60
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1751-7915.2012.00342.x#b60
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esporângios não inchados. Geralmente são espécies mesófilas e neutrófilos, embora algumas 

espécies pertencentes a este grupo sejam psicrotolerantes ou tolerantes a níveis altos de 

temperatura e de pH (FRITZE, 2004).  

Os representantes originais desse grupo, B. subtilis (COHN, 1872), B. amyloliquefaciens 

(PRIEST et al., 1987), B. licheniformis e B. pumilus (GORDON et al., 1973) compartilham alto 

nível de similaridade de sequência 16S rRNA (99% ou mais) (FRITZE, 2004) e foram 

descobertas há mais de 40 anos. Desde então, a evolução de suas características moleculares, 

quimiotaxonômicas e fisiológicas levou a reclassificação e descrição de novas espécies e 

subespécies (FAN et al., 2017).  

Assim, várias outras espécies foram alocadas dentro desse grupo, como Bacillus 

atrophaeus (NAKAMURA, 1989 ), Bacillus mojavensis (ROBERTS et al., 1994 ), Bacillus 

vallismortis (ROBERTS et al., 1996 ), Bacillus sonorensis (PALMISANO et al., 2001 ), 

Bacillus velezensis (RUIZ-GARCÍA et al., 2005), Bacillus axarquiensis (RUIZ-GARCÍA et al. 

2005 ), Bacillus tequilensis (GATSON et al., 2006 ), Bacillus aerius, Bacillus aerophilus, 

Bacillus stratosphericus, Bacillus altitudinis (SHIVAJI et al., 2006), Bacillus safensis 

(SATOMI et al., 2006 ), Bacillus methylotrophicus (MADHAIYAN et al., 2010), Bacillus 

siamensis (SUMPAVAPOL et al., 2010), Bacillus xiamenensis (LAI et al., 2014), Bacillus 

vanillea (CHEN et al., 2015), Bacillus paralicheniformis (DUNLAP et al. , 2015), Bacillus 

glycinifermentas (KIM et al., 2015), Bacillus oryzicola (CHUNG et al., 2015), Bacillus 

gobiensis (LIU et al., 2016) e Bacillus nakamurai (DUNLAP et al., 2016).   

As bactérias do grupo B. subtilis s.l possuem grande relevância industrial, 

principalmente para a produção de substâncias químicas, como enzimas, componentes de 

antibióticos e/ou probióticos, na produção de substâncias antagonistas ou surfactantes, 

degradação dos xenobióticos, biofertilizantes, agentes de biocontrole na agricultura, além da 

produção de alimentos fermentados e suplementos vitamínicos (FRITZE, 2004; JEYARAM et 

al., 2011; BORRISS, 2011).  

  

4.2.2.2.1. Bacillus subtilis  

  

  Originalmente denominada como Vibrio subtilis, em 1835 pelo pesquisador Chirstian 

Gottfried Ehrenberg, e posteriormente renomeada para Bacillus subtilis por Ferdinand Cohn 

em 1872 (HARWOOD, 1989). B. subtilis sensu stricto tornou-se uma das espécies mais 

estudadas do gênero Bacillus, devido à sua competência natural para captação de DNA 

extracelular que facilita a modificação genética simples, e pela ocorrência de esporulação 
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(ERRINGTON, 2003). Os esporos dessa bactéria podem sobreviver a altas temperaturas, 

dessecação, UV e radiação, predação por microrganismos e macroorganismos, ou mesmo 

condições extremas. B. subtilis é ubíqua, podendo ser isolada de vários habitats, e devido a isso, 

essa espécie é utilizada em várias aplicações biotecnológicas, que vão desde a produção de 

enzimas e fermentação de alimentos até o biocontrole de plantas (ERRINGTON, 2003; 

KOVÁCS, 2019). 

  Essa espécie bacteriana é um microrganismo modelo em estudos sobre divisão celular, 

secreção de proteínas, motilidade superficial, desenvolvimento de biofilme, fixação à raiz de 

planta ou hifas fúngicas, produção de metabólitos secundários, troca de citoplasma via 

nanotubos intercelulares, liberação de vesícula extracelular e discriminação de parentesco 

(KEARNS; LOSICK, 2003; TJALSMA et al., 2004; CHEN et al., 2005; DUBEY; BEM-

YEHUDA, 2011; VLAMKIS et al., 2013; BEAUREGARD et al., 2013; STEFANIC et al., 

2015). 

  Como características morfológicas, constitui-se como Gram-positiva, móvel, com 

esporos no formato elipsoidais a cilíndricos, situados centralmente, paracentralmente e 

subterminalmente em esporângios não inchados. As células vegetativas de B. subtilis podem 

ocorrer de forma isolada ou em pares, raramente em cadeias, e possuem comprimento de 0,7 a 

1 μm (LOGAN, DE VOS et al., 2009). As colônias de B. subtilis são variáveis a depender do 

substrato de crescimento utilizando, assim os formatos podem variar de circular a irregular, 

com margens lobuladas a fimbriar, com superfícies rugosas, úmidas ou mucoides. Por ser uma 

espécie mesófila, a temperatura ideal de crescimento é de 28 a 30 ºC, com temperatura mínima 

de 5 a 20 ºC (DE VOS et al., 2009).  

É uma espécie capaz de produzir diferentes metabólitos secundários na forma de 

lipopetídeos cíclicos, polipeptídeos, proteínas e produtos não peptídicos (VOLPON et al., 2000; 

WANG et al., 2015). As estirpes de B. subtilis possuem um sistema secretório bem 

desenvolvido, responsável por liberar diferentes metabólitos secundários, com ação antibiótica 

de largo espectro, de grande valia para a agricultura e medicina (MUKHERJ et al., 2006). 

   

4.2.2.2.2. Bacillus amyloliquefaciens  

  

Bacillus amyloliquefaciens foi descrita pela primeira vez por Fukumoto, em 1943, 

porém foi somente em 1980 que a espécie foi validada e registrada na "Lists of Bacterial 

Names". Devido às semelhanças com B. subtilis, o B. amyloliquefaciens recebeu o status de 

subespécie, sendo classificado como B. subtilis subsp. amyloliquefaciens (GORDON et al., 
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1973). No entanto, em 1987, B. amyloliquefaciens foi reconhecida como uma espécie distinta 

de B. subtilis, sendo sua separação baseada em experimentos de hibridação DNA-DNA (DDH), 

cujos valores foram significativamente baixos em comparação ao DNA genômico de cepas de 

B. subtilis (25%), B. licheniformis (13%) e B. pumilus (5%) (PRIEST et al., 1987). Além disso, 

a espécie B. amyloliquefaciens pode ser distinguida de B. subtilis por possuir uma porcentagem 

molecular de GC% ligeiramente maior em seu DNA, sendo de 43,5 a 44,9% contra 41,5 a 

43,5% (YOSHIDA et al. 2001).  

Através da genômica comparativa e com o aumento na disponibilidade de um elevado 

número de sequências do genoma inteiro de diversos isolados bacterianos, tornou-se possível 

distinguir duas variedades de B. amyloliquefaciens, como B. amyloliquefaciens subsp. 

amyloliquefaciens (cepa tipo DSM7) e B. amyloliquefaciens subsp. plantarum (tipo cepa: 

FZB42) (BORRISS et al., 2011). Todavia, estudos recentes demonstraram que a espécie B. 

amyloliquefaciens subsp. plantarum seria nada mais que um sinônimo heterotípico posterior de 

B. methylotrophicus (DUNLAP et al., 2015; FAN et al., 2017). E recentemente, essas duas 

espécies passaram a ser sinônimos heterotípicos posteriores de Bacillus velezensis (DUNLAP 

et al., 2016). 

As principais características da espécie bacteriana são Gram-positiva, aeróbica, com 

células vegetativas em cadeias, com comprimento de 0,7 a 1,0 μm. Seus esporos são elipsoidais 

ou cilíndricos, localizados de forma central, paracentral e subterminalmente no esporângio. O 

crescimento da espécie ocorre principalmente em temperaturas de 30 a 40 ºC (DE VOS et al., 

2009).   

B. amyloliquefaciens tem sido explorada como um agente não tóxico e ecologicamente 

correto para estimular o crescimento das plantas (CHEN et al., 2007; QIAO et al., 2014). Como 

uma das rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), o B. amyloliquefaciens é 

considerado um excelente agente para exploração de biofertilizantes e biocontrole na 

agricultura. Essa espécie também é usada para melhorar a tolerância das plantas contra estresses 

bióticos abióticos (GAMEZ et al., 2019; DIMOPOULOU et al., 2021; KAZEROONI et al., 

2021). Além disso, cepas de B. amyloliquefaciens podem melhorar a qualidade do solo, 

aumentando a disponibilidade de nutrientes como nitrogênio, fosfato e potássio (solubilização), 

e ferro, pela produção de sideróforos. Essa espécie também pode secretar hormônios e 

compostos orgânicos voláteis (VOCs), que estão associados ao crescimento de células vegetais 

e desenvolvimento de raízes (LUO et al., 2022). Ademais, cepas de B. amyloliquefaciens 
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possuem muitos genes dedicados a produção de uma variedade de policetídeos e lipopeptídeos, 

aos quais são supressores de fitopatógenos (KÜCHERT et al., 2011). 

Além dessas funcionalidades, B. amyloliquefaciens é um potente produtor de liquefação 

de amilase e outras enzimas extracelulares de importância industrial (FUKUMOTO, 1943), 

podendo ser isolado em uma ampla gama de ambientes, incluindo fermentações industriais de 

amilase, alimentos, solo e em tecidos vegetais (DE VOS et al., 2009).  

  

4.2.3. Gênero Lysinibacillus 

 

 Membros desse gênero são móveis, produtoras de esporos com formato elipsoidal ou 

esféricos, localizados em posição terminal de um esporângio inchado (deformado). São catalase 

e indol positivos e produzem H2S. Apresentam L-lisina e ácido aspártico, como terceiro resíduo 

de aminoácido na peptideoglicana da parede celular, característica essa que levou a 

diferenciação do grupo e a criação de um novo gênero, denominado Lysinibacillus por Ahmed 

e colaboradores em 2007 (AHMED et al., 2007; NAM et al., 2012). Possuem células 

vegetativas com comprimento médio de 3,0 e 5,0 µm, colônias circulares com margens lisas e 

inteiras, elevação plana e coloração opaca. A temperatura ótima de crescimento é de 37 °C, em 

pH 7,5 (AHMED et al., 2007).  

 Assim como o gênero Bacillus, bactérias do gênero Lysinibacillus são isoladas de 

diversos ambientes, como solo, superfícies aquáticas e alimentos fermentados (AHMED et al., 

2007). Existem espécies dentro do gênero que são tolerantes a altas dosagens de boro, como a 

espécie modelo L. boronitolerans, produtoras de cristal parasporal com ação entomicida a 

insetos da ordem Diptera, L. sphaericus, e produtoras de lipopeptídeos, L. chungkukjangi. Além 

disso, algumas cepas do gênero são produtoras de enzimas de interesse industrial como 

quitinases, proteases, lipases e celulases extracelulares (MECHRI et al., 2017; NAUREEN et 

al., 2017). 

 

4.2.3.1. Lysinibacillus sphaericus  

  

 

Lysinibacillus sphaericus, anteriormente conhecida como Bacillus sphaericus é 

considerada uma espécie aeróbica, Gram-positiva, móvel, com esporos em formato esféricos, 

que se localizam terminalmente em esporângios inchados. O comprimento das células 

vegetativas da bactéria varia de 1,0 a 5,0 μm. A morfologia das colônias caracteriza-se como 

opaca, de aspecto liso e de superfície brilhante. Tem seu crescimento condicionado a uma faixa 
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de temperatura ampla, variando de 10 a 45ºC, e pH que varia de 6,0 a 9,5 (DE VOS et al., 2009).  

A conformação da parede celular de L. sphaericus é do tipo L-Lys-D-Asp, o que levou a 

transferência da espécie a um novo gênero, Lysinibacillus (AHMED et al. 2007). Ademais, essa 

espécie bacteriana possui a incapacidade de fermentar açúcares, exceto N-acetilglicosamina. 

Assim, as fontes alternativas utilizadas pela bactéria são os compostos orgânicos e aminoácidos 

(CLAUS; BERKELEY, 1986).  

L. sphaericus é amplamente utilizada no controle biológico de mosquitos devido à sua 

toxicidade contra algumas larvas de culicídeos (FERREIRA et al., 2014). O primeiro registro 

da patogenicidade da bactéria foi em 1935, em larvas de Culiseta incidens (Diptera: Culicidae), 

em que as linhagens patogênicas identificadas foram posteriormente denominadas como K e Q 

(KELLEN et al., 1965). Os principais fatores de toxicidade de L. sphaericus são as toxinas 

binárias (Bin), toxinas Mtx e proteína de camada S (ROJAS-PINZÓN; DUSSÁN, 2017).  

A toxina Bin é produzida nos últimos estágios da esporulação 

(TANGSONGCHAROEN et al., 2015) e é a proteína mais tóxica de L. sphaericus até agora 

conhecida. Essa toxina compreende duas subunidades de 42 kDa (BinA) e 51 kDa (BinB) 

(BROADWELL et al., 1990; BAUMANN et al., 1991). Assim, após a ingestão dos cristais 

proteicos pelas larvas, a toxina é solubilizada (pH alcalino) e ligada a um receptor específico 

presente no epitélio intestinal do inseto, onde posteriormente ocorre efeitos citopatológicos 

(BAUMANN et al., 1985; BROADWELL; BAUMANN, 1987; BAUMANN et al., 1988; 

BROADWELL et al., 1990). O modo de ação dessa proteína tóxica é bem conhecido para Culex 

quinquefasciatus (COKMUS et al., 1997; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003) e Anopheles 

gambiae (OPOTA et al., 2008), no entanto Aedes aegypti é resistente a essa proteína 

(FERREIRA et al., 2010). 

As toxinas Mtx (1,2 e 3), a proteína da camada S e a esfaericolisina são produzidas nas 

células vegetativas. No entanto, as toxinas Mtx são degradadas por proteases na fase logarítmica 

tardia (THANABALU; PORTER, 1995). Todavia, essas toxinas são extremamente 

importantes, uma vez que a Mtx1 e Mtx2 são capazes de atuar em sinergismo com a toxina Bin 

contra larvas de Ae. aegypti (WIRTH et al., 2007; RUNGROD et al., 2009). Separadamente, a 

proteína da camada S é uma matriz paracristalina que está localizada na célula vegetativa ou 

dentro do esporo (PEÑA et al., 2006). Além de sua função na manutenção da forma das células 

vegetativas, essa proteína purificada apresenta atividade entomopatogênica contra larvas de 

Culex quinquefasciatus e Ae. aegypti (LOZANO et al., 2011; ALLIEVI et al., 2014). 
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Além da toxicidade a mosquitos, algumas cepas de L. sphaericus apresentaram atividade 

entomicida contra outras espécies, como o nematoide Trichostrongus colubriformis (BONE; 

TINELLI, 1987), camarão-da-terra Palaemonetes pugio (KEY; SCOTT, 1992), larvas de 

Chironomus riparius (PARTRIDGE; BERRY, 2002), barata alemã Blattela germânica e na 

lagarta Spodoptera litura (NISHIWAKI et al., 2007). Ademais, muitas cepas de L. sphaericus 

produzem bacteriocinas, antibióticos proteicos que são eficazes contra outras cepas da mesma 

espécie (COKMUS; YOUSTEN, 1993). 

Entretanto, é importante ressaltar que nem todas as cepas de L. sphaericus são 

patogênicas a insetos (MONNERAT et al., 2004) e nem todas são tóxicas a mosquitos 

(GÓMEZ-GAZÓN et al., 2016).  

 

4.2.4. Gênero Priestia 

 

  O gênero Bacillus há muito é reconhecido como uma anomalia taxonômica e 

filogenética, uma vez que diferentes membros pertencentes ao gênero exibem extensa polifilia, 

ou seja, não compartilham um ancestral comum entre todos os indivíduos, e compartilham 

muito pouco em comum uns com os outros (LOGAN et al., 2009; BHANDARI et al., 2013). 

Assim, estudos revelam que grande parte dessas espécies que atualmente fazem parte do gênero 

Bacillus precisam ser reclassificadas em outros gêneros para alcançar coerência filogenética e 

taxonômica (ASH et al. 1991; LOGAN et al., 2009; BHANDARI et al., 2013). 

Desse modo, em 2020, Gupta e colaboradores observaram que muitas espécies 

pertencentes ao gênero Bacillus, além dos clados “Subtilis e Cereus”, constituíam um total de 

17 novos clados baseados em inserções e deleções (indels) de assinatura conservados (CSIs). 

As CSIs em genes/proteínas são compartilhadas exclusivamente por um grupo de organismos 

evolutivamente relacionados, e fornecem uma importante classe de marcadores moleculares 

para estudos evolutivos e taxonômicos (GUPTA, 2014; ADEOLU et al., 2016; GUPTA; 

PATEL, 2019; PATEL; GUPTA, 2018, 2020). Além disso, os CSIs em sequências de 

genes/proteínas resultam de raras alterações genéticas, essa mudança genética deu origem ao 

CSI em um ancestral comum, do grupo indicado, e que posteriormente foi herdado pelos outros 

membros do grupo (BALDAUF; PALMER, 1993; NAUSHAD et al., 2014). 

Assim, Gupta et al. (2020) após realizarem análises filogenômicas e análises 

comparativas propuseram que esses clados fossem reconhecidos como novos gêneros, e a partir 

de então, o novo gênero Priestia foi proposto e criado, devido a dez espécies possuírem e 

compartilharem duas inserções e deleções de assinaturas conservadas (CSIs), nas proteínas 
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oligoribonuclease NrnB ou cAMP/cGMP fosfodiesterase, proteínas da superfamília DHH, que 

as diferiam das outras espécies de Bacillus. As espécies reclassificadas foram Priestia 

megaterium (Bacillus megaterium), Priestia aryabhattai (B. aryabhattai), Priestia abyssalis (B. 

abyssalis), Priestia endophyticus (B. endophyticus), Priestia filamentosus (B. filamentosus), 

Priestia flexus (B. flexus), Priestia koeensis (B. koreensis), Priestia paraflexus (B. paraflexus), 

Priestia qingshengii (B. qingshengii), Priestia taiwanensis (B. taiwanensis) (GUPTA et al., 

2020). 

  A espécie modelo Priestia megaterium (B. megaterium) é uma espécie Gram-positiva, 

aeróbica, com células vegetativas grandes e móveis, com comprimento de 1,2 – 1,5 µm. Esporos 

elipsoidais, as vezes esféricos, localizados centralmente ou paracentralmente nos esporângios. 

A temperatura de crescimento varia de 3 a 45 º C, e acima de 10% de NaCl nenhuma cepa da 

espécie cresce. O Teor de DNA GC% varia de 37 a 38%. Essa espécie fornece uma poderosa 

fábrica de células para biotecnologia, com inúmeras patentes e aplicações industriais. Além 

disso, essa bactéria serve como organismo modelo para estudos genéticos e produção de 

proteínas recombinantes (VARY, 1992; 1994). Priestia megaterium também é considerada uma 

excelente bactéria rizosférica solubilizadora de fosfato (SAEID et al., 2018). 

  Priestia aryabhattai (B. aryabhattai) é considerada por alguns autores como sendo um 

sinônimo heterotípico posterior de B. megaterium (Priestia megaterium), uma vez que essas 

espécies compartilham características morfológicas semelhantes, e identidades de ANIb e 

ANIm próximas de 95,73% e 95,49% (RAO et al., 2019; BACH et al., 2022). Além disso, 

estudos recentes constataram que Priestia aryabhattai (B. aryabhattai) é um excelente 

bioinoculante, uma vez que a bactéria pode induzir resistência de espécies vegetais à estresses 

abióticos, como a seca (MAY et al., 2019).   

 

4.2.5. Família Paenibacillaceae 

  

 A família Paenibacillaceae está distribuída entre dois agrupamentos filogenéticos. 

Paenibacillus, Brevibacillus, Cohnella e Thermobacillus são monofiléticos e representam o 

primeiro grupo. O segundo grupo também de monofiléticos compreende os gêneros 

Aneurinibacillus, Ammoniphilus e Oxalophagus. Membros dessa família possuem células 

vegetativas retas e curvas, geralmente com comprimento de 0,5- 1,0 x 2-6 μm. Além disso, são 

Gram-positivas, com ácido mesodiaminopimílico na composição da parede, porém existem 

espécies Gram-negativas ou Gram-variáveis. Os endósporos são ovais ou elipsoidais, 
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localizados centralmente ou paracentralmente em esporângios inchados. Existe motilidade com 

flagelação peritríquida, porém algumas espécies podem ser imóveis. São aeróbios, 

microaerófilos, aeróbios facultativos ou anaeróbios obrigatórios. Algumas espécies 

Paenibacillaceae utilizam apenas o ácido oxálico como fonte de carbono e energia, no entanto, 

a maioria é organoheterotróficos, utilizando meios complexos, como carboidratos e 

aminoácidos para o seu crescimento. São bactérias mesofílicas, termofílicas, neutrofílicos e 

alcalifílicas. E podem ser isoladas de solo, raízes, fezes, sangue e outras fontes. O teor de DNA 

GC% varia de 36-59% (DE VOS et al., 2009). 

 

4.2.5.1. Brevibacillus laterosporus  

  

A espécie Brevibacillus laterosporus Laubach, anteriormente classificada como 

Bacillus laterosporus (LAUBACH, 1916) é uma bactéria com células vegetativas 

arredondadas, que ocorrem isoladamente, em pares e/ou em cadeias, com comprimento de 0,5-

0,9 μm e largura de 2-5 μm. Os esporos são elipsoidais e são posicionados centralmente, 

paracentralmente e subterminalmente em esporângios levemente inchados. Crescem em uma 

faixa de temperatura de 15 e 50 ºC, porém com ótimo crescimento em 30 °C. Tem seu 

crescimento inibido a 5% de NaCl, com pH ideal de 7,0. (LOGAN; DE VOS et al., 2009).   

Essa espécie é formadora de endósporos, e caracteriza-se pela produção de uma inclusão 

parasporal lamelar em formato de canoa (CSPB), firme e adjacente à lateral do esporo (Figura 

3). Além disso, algumas cepas de Brevibacillus laterosporus produzem inclusões cristalinas de 

diferentes formas e tamanhos, liberadas durante a lise celular do esporângio (OLIVEIRA et al., 

2004) 

 É uma bactéria onipresente que foi isolada de ampla gama de materiais, incluindo solo, 

pedras, água doce e salgada, corpos de insetos, folhas, compostos, leite, queijo, mel, alimentos, 

couro e lã de animais, entre outros (WHITE, 1912; LAUBACH, 1916, OLIVERIA et al., 2004; 

ROY et al., 2006; DE VOS et al., 2009, RUIU, 2013).  

O potencial de biocontrole dessa espécie tem sido relatado contra insetos de diferentes 

ordens, incluindo Coleoptera, Lepidoptera e Diptera, além de nematoides e moluscos (RUIU, 

2013). Possuem atividade entomicida comprovada para larvas de Aedes aegypti e Anopheles 

stephensi (ORLOVA et al., 1998), porém outros estudos indicam que esta atividade larvicida é 

1000 vezes menor do que a estipe padrão de Bacillus thuringiensis var. israelenses (FAVRET; 

YOUSTEN, 1985; RIVERS et al., 1991). Possui também ação entomopatogênica a larvas e 
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adultos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) (PEREIRA et al., 2018), larvas de 

Musca domestica (Diptera: Muscidae) (FERREIRA et al., 2016).  

Brevibacillus laterosporus também possui atividades antifúngicas, associadas à 

produção de peptídeos antimicrobianos (IDRIS et al., 2008). Também atua eficientemente na 

promoção de crescimento das plantas, como no caso de hortaliças (ZHANG et al., 2001; YOBO 

et al., 2004).  

  

4.3. CARACTERIZAÇÃO BACTERIANA  

   

Compreende-se que as bactérias podem fornecer repostas para os diversos problemas 

mundiais, como em alimentação, meio ambiente e saúde pública (POINTING; HYDE, 2001). 

Além disso, diversas espécies de bactérias são importantes e benéficas aos ecossistemas, a 

saúde humana, e a agricultura e meio ambiente, sendo ferramentas essenciais na composição 

de múltiplos produtos industriais, como por exemplo os produtos biológicos destinados a 

agricultura (SMITH, 2003; SETTE, 2005).  

Assim, para que haja uma produção responsável de moléculas industrialmente 

importantes destinadas a biofertilização de solos agrícolas e biocontrole de insetos e 

fitopatógenos, a identificação, a caracterização e classificação de cepas e espécies bacterianas 

devem ser feitas de forma adequada e precisa (MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 2011), a 

fim garantir a qualidade do produto, evitando possíveis patógenos oportunistas que reduziriam 

a eficácia do bioinsumo e/ou causaria infecções graves a saúde humana e animal (CROPLIFE, 

2022).  

Dessa forma, a caracterização tem por intuito encontrar um sistema de classificação 

eficaz e adequado, que agregue as informações de dados fenotípicos aos dados moleculares, 

com fins de alcançar uma classificação com sentido biológico (MAUGHAN; VAN DER 

AUWERA, 2011).  

 

4.3.1. Caracterização fenotípica clássica: morfológica e bioquímica 

  

 No século 20, o estudo sobre as bactérias evoluiu de simples observações microscópicas 

para o estudo detalhado da estrutura e fisiologia celular. Além de fornecer o primeiro indício 

sobre a biologia molecular da bactéria, esses estudos permitiram a caracterização de qualquer 

cultura bacteriana utilizando-se de uma série de teste bioquímicos, fisiológicos e morfológicos 

(DE VOS et al., 2009).  
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A caracterização morfológica e citomorfológica das espécies bacterianas fornece um 

vislumbre inicial sobre os aspectos da cultura, como composição da parede (coloração de 

Gram), inclusões citoplasmáticas, mobilidade, descrições de diâmetro, forma, elevação, textura 

da superfície, cor, consistência e forma de adesão das colônias. Também pode apresentar 

características microscópicas da bactéria, como o formato dos esporos (esféricos, elípticos, 

cilíndricos e, ovalados), a localização do mesmo (central, subterminal, terminal ou lateral), e o 

tamanho das células vegetativas (DE VOS et al., 2009; RABINOVITCH et al., 2017).  No 

entanto, métodos fenotípicos são condicionados a expressão gênica, em que o mesmo 

organismo pode apresentar caracteres fenotípicos distintos de acordo com as variações de 

cultivo ou das condições ambientais. Portanto, a identificação fenotípica tradicional, baseada 

somente na caracterização morfológica é complexa, lenta e imprevisível (STAGER; DAVIS, 

1992).  

As caracterizações bioquímicas envolvem dados sobre o crescimento da bactéria em 

diferentes temperaturas, valores de pH, concentrações de sal, crescimento na presença de várias 

substâncias, como agentes antimicrobianos e dados sobre a presença ou atividade de várias 

enzimas, metabolização e solubilização de compostos, e ensaios de virulência (TINDALL et 

al., 2010; HUSSAIN et al., 2013). Esses métodos possuem abordagens de identificação 

relativamente simples, práticas e funcionais. Testes de suscetibilidade a antimicrobianos de 

isolados bacterianos, por exemplo, são importantes provas bioquímicas para isolar, selecionar, 

erradicar ou limitar o crescimento de uma estirpe (SEJAS et al., 2003; TOLEDO, 2011, FOX, 

2016). De fato, os testes bioquímicos clássicos são uma ferramenta muito útil e que fornece 

detalhes inestimáveis sobre a função e a ecologia bacteriana, porém alguns desses testes são 

difíceis de padronizar entre os laboratórios e só podem ser realizados em bactérias com 

crescimento em condições normais, sem muita exigência (MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 

2011). 

 Assim, os métodos de caracterização fenotípica usados para identificar uma espécie ou 

uma nova espécie devem ser sempre padronizados, uma vez que os resultados dos testes 

fenotípicos podem variar com a metodologia (LI et al., 2016). E, combinar os métodos de 

identificação, bioquímico e morfológico, possibilitam a identificação correta do 

microrganismo. 

 

4.3.2. Caracterização bioquímica: Espectrometria de Massa – MALDI-TOF MS 
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A espectrometria de massa é uma técnica analítica desenvolvida para analisar a relação 

razão massa e carga (m/z) de diferentes tipos de compostos químicos (CARBONNELLE et al., 

2010; SINGHAL et al., 2015). Uma das maiores vantagens desse método para identificação 

bacteriana é o curto tempo de execução e obtenção de resultados, que pode ser reduzido de 24 

a 48 horas para menos de uma hora, quando comparados aos demais testes fenotípicos 

(BIZZINI et al., 2011).  

 É o método mais amplamente utilizado até o momento para a análise de biomoléculas. 

A espectrometria de massa de tempo de voo de dessorção/ionização a laser assistida por matriz 

(MALDI-TOF-MS) baseia-se na ionização de um material cocristalizado por pulsos de laser 

curtos, que convertem os constituintes das bactérias, principalmente as proteínas ribossomais, 

em íons de fase gasosa. Esses íons formados são acelerados e impulsionados por um campo 

eletromagnético dentro de um tubo a vácuo (Time-of-flight-TOF). Por meio de um detector 

acoplado no equipamento, os íons gerados são detectados, separados e identificados de acordo 

com sua relação massa/carga (WIESER et al., 2012). Assim, esse método detecta a razão massa 

e carga (m/z) de um bianalítico, fornecendo espectros em minutos.  

 Através dos espectros adquiridos, o MALDI-TOF-MS fornece uma impressão digital 

das amostras microbiológicas analisadas. Cada microrganismo possui uma impressão 

bioquímica exclusiva, contudo, uma mesma espécie pode apresentar espectros de massa 

divergentes entre si. Isto ocorre devido ao protocolo de extração de proteína adotado ou pelas 

diferentes condições de crescimento submetidas ao organismo antes da análise 

(CARBONELLE et al., 2011). 

 Assim, o microrganismo é identificado e seu padrão espectral é comparado ao um banco 

de dados de referência. Usualmente, para a identificação destes microrganismos são usados 

bancos de dados, como o software Biotyper (Brucker Daltonics) e o Spectral Archive and 

Microbial Identification System (SARAMIS – AnagnosTec GmbH) (WIESER et al., 2012). 

 

4.3.3. Caracterização Molecular 

 

Nas últimas duas décadas, as abordagens moleculares independentes de cultura 

passaram por um desenvolvimento considerável na ecologia microbiana. As técnicas 

desenvolvidas melhoraram muito a compreensão da composição, dinâmica e atividade dos 

microrganismos (WILMES; BOND, 2009). Assim, os métodos moleculares foram essenciais 

na taxonomia microbiana, devido ao alto nível de confiabilidade em seus resultados, seja por 
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hibridização DNA-DNA para delimitação de espécies e suas similaridades, e/ou por sequência 

do gene 16S rRNA para determinação da distância genética entre as estirpes (WAYNE et al., 

1987, STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).  

 

4.3.3.1. Real Time – PCR 

 

Uma tecnologia eficiente aplicada na identificação de bactérias é a reação em cadeia da 

polimerase – PCR (REIS et al., 2002). Esse método é utilizado predominantemente para 

detectar, identificar e quantificar patógenos ou populações microbianas benéficas (MASCO et 

al., 2007; MALORNY et al., 2008; LE DRÉAN et al., 2010). Em comparação com os métodos 

baseados em cultura, a PCR é mais rápida, mais sensível e mais específica, permitindo a 

detecção de populações subdominantes, mesmo na ausência de um meio de enriquecimento 

seletivo e na presença de outras populações dominantes. Além disso, o isolamento de ácidos 

nucleicos e a preparação da qPCR podem ser automatizados e realizados de forma prática e 

rápida, e dependendo do sistema de detecção, a técnica molecular pode ser relativamente barata 

e adequada para análises de rotina. Nesse método também há redução no risco de 

contaminações, uma vez que não é necessário realizar quaisquer manipulações pós-

amplificações no produto (POSTOLLEC et al., 2011). 

 

4.3.3.2. Sequenciamento Genético 

 

O sequenciamento genético teve um impacto profundo no avanço da biologia molecular. 

Nos últimos 30 anos, esse método tem sido utilizado para identificar centenas ou milhares de 

espécies, uma vez que foi considerado uma técnica relativamente barata, totalmente 

reprodutível entre laboratórios, e não requerente de cultura da bactéria. Ademais, esse método 

também auxilia no mapeamento das vias evolutivas de comunidades microbianas inteiras 

(SHARMA; SATYANARAYANA, 2013). 

O sequenciamento de nova geração (next-generation sequencing ou NGS) revolucionou 

a genética microbiana, uma vez que essa ferramenta permitiu a análise simultânea de diferentes 

regiões genômicas (METZKER, 2010; GOLDSTEIN et al., 2013). Caracterizado como um 

sequenciamento automatizado, paralelo e de alto rendimento, o NGS pode ser usado para 

construir um novo genoma de um organismo desconhecido; avaliar a variação genética de um 

organismo contra um genoma de referência existente; analisar globalmente a transcrição de um 

organismo ou célula a partir do DNA complementar; estudar epigenoma e mecanismos 
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regulatórios de um organismo e, investigar a diversidade microbiana de amostras ambientais a 

partir de amostras ambientais não cultiváveis (PARK; KIM, 2016). Em resumo, o NGS pode 

ser aplicado em grandes áreas, como expressão gênica, biologia do RNA, regulação do genoma, 

sequenciamento do genoma, organização do genoma, transcrição, replicação, tradução e outras, 

sendo esses os motivos que possibilitaram a diminuição dos custos de sequenciamento 

(REUTER et al., 2016; VAN NIMWEGEN et al., 2016). 

Além disso, o NGS juntamente com a bioinformática possibilitou a concretização da 

análise genômica comparativa, que auxiliou na compreensão acerca das funcionalidades 

comuns e específicas que cada organismo possui. Desse modo, a genômica comparativa teve 

como base a detecção de similaridades e diferenças entre genomas completos; a identificação 

de genes ou grupos de genes envolvidos em diversas funções, como por exemplo na produção 

de metabólitos secundários com atividade antifúngica, antibacteriana e inseticida; identificação 

de genes ou grupo de genes responsáveis por características fenotípicas exclusivas a um genoma 

particular; identificação de genes homólogos; e inferência de relações filogenéticas entre os 

organismos (VIANA, 2006). 

 

4.4. APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS 

 

A aplicação de microrganismos como agentes de biocontrole e biofertilizantes tem sido 

reconhecida e recomendada como sendo uma estratégia para manter a produtividade agrícola 

segura e sustentável, reduzindo assim a aplicação excessiva de fertilizantes e inseticidas 

químicos no meio ambiente (SHARMA et al., 2020, PIRTTILÄ et al., 2021).  

Devido à alta diversidade ecológica, fenotípica e genotípica, as bactérias formadoras de 

esporos pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus veem sendo 

amplamente exploradas como agentes de biocontrole e biofertilizantes na agricultura. Essas 

bactérias possuem a capacidade de produzir uma grande variedade de metabólicos secundários, 

substâncias antagônicas estruturalmente diferentes e corpos de inclusões proteicas com 

atividade entomicida contra pragas e doenças (FIRA et al., 2018).  

No controle biológico de pragas, o gênero Bacillus é mais explorado na biotecnologia 

agrícola, com 85% de produtos bacterianos registrados, devido à sua versatilidade metabólica 

que lhe permite realizar um biocontrole de pragas e doenças através de diversos mecanismos 

(ONGENA; JAQUES, 2008). Um dos mecanismos de controle biológico mais explorado no 

mercado de biopesticidas é a capacidade do gênero Bacillus em produzir δ-endotoxinas. Esse 
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mecanismo foi o marco no desenvolvimento do primeiro bioinseticida microbiano para o 

controle de lepidópteros, produzido a partir de B. thuringiensis. Os produtos à base de B. 

thuringiensis respondem por 75% dos biopesticidas vendidos globalmente (OLSON, 2015). 

Essa espécie possui a capacidade de produzir proteínas Cry (δ-endotoxinas) durante a fase de 

esporulação, que são capazes de ocasionar lise em células do trato digestivo de insetos 

suscetíveis (HÖFTE; WHITELEY, 1989; SAUKA; BENINTENDE, 2008).  

Além das proteínas Cry, aos quais são tóxicas para diversas espécies de insetos, de 

diferentes ordens, como Lepidoptera, Hemiptera e Coleoptera, as espécies de B. thuringiensis 

possuem a capacidade de produzir outras endotoxinas e toxinas, como por exemplo, as proteínas 

Cyt (citolíticas), aos quais apresentam atividade entomicida a insetos da ordem Diptera 

(CRICKMORE et al., 2021). Também, as toxinas Vips e Sips que apresentam toxicidade para 

pragas pertencentes às ordens Hemiptera, Coleoptera e Lepidoptera (DONOVAN et al., 2006; 

GUPTA et al., 2021).  

Outra espécie que possui a capacidade de produzir cristais parasporais com ação 

entomopatogênica é a espécie Lysinibacillus sphaericus. Essa espécie possui propriedades 

larvicidas capazes de controlar vetores de doenças com grande importância na saúde humana, 

como Culex quinquefasciatus (COKMUS et al., 1997; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003), 

Anopheles gambiae (OPOTA et al., 2008) e Aedes aegypti (FERREIRA et al., 2010). 

Além do controle biológico de insetos-pragas, outras espécies do gênero Bacillus, tais 

como B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis e B. amyloliquefaciens destacam-se por sua 

implementação bem-sucedida em formulações comerciais para o controle de doenças fúngicas. 

Essas espécies possuem a capacidade de produzirem uma variedade de metabolitos secundários, 

de grande interesse biotecnológico, como iturinas, fengicinas, plipastatina, bacilomicina, 

surfactina, bacilisina, entre outros, que possuem ação antibacteriana e antifúngica 

(VILLAREAL-DELEGADO et al., 2018). 

Ademais, as características benéficas dessas espécies bacterianas não se limitam a 

apenas ao controle de pragas e doenças. Isolados pertencentes aos gêneros Priestia e Bacillus 

tornaram-se componentes importantes em formulações destinadas a prevenir o estresse de 

estímulos abióticos, como por exemplo salinidade, metais pesados e seca e, a impactar no 

crescimento de plantas, pelo fornecimento de nutrientes essenciais, na sintetização de 

fitohormônios, e na quelação de ferro, sideróforos e enzimas, aos quais são importantes na 

defesa da planta contra o ataque de patógenos (SHAHID et al., 2022).  
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CAPÍTULO 1 – SEQUENCIAMENTO DO GENOMA COMPLETO DE ESTIRPES 

PERTENCENTES AOS GÊNERO Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus 

 

RESUMO 

 

O sequenciamento de DNA tem um impacto profundo no avanço da biologia molecular. Nos 

últimos 30 anos, esse método tem sido utilizado para identificar centenas ou milhares de 

espécies e componentes simultaneamente. Além disso, sequências genômicas de 

microrganismos importantes fornecem perspectivas biotecnológicas para indústria, saúde 

humana e para o meio ambiente. O objetivo desse estudo foi identificar 21 estirpes pertencentes 

à Coleção de Bactéria de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia por 

sequenciamento de nova geração (NGS). Adicionalmente, analisar o genoma das estirpes 

identificadas, por meio de ferramentas de bioinformática, verificando a ocorrência de genes 

responsáveis pela biossíntese de metabólitos secundários importantes. Os genomas foram 

sequenciados na Macrogen, Inc. (Seul, Coréia). A identificação das espécies foi feita pelo 

método ANI – Average Nucleotide Identity (10.1099/ijs.0.64483-0; 10.1128/genomeA.00927-

14). Foi realizada uma mineração no genoma dessas estirpes a fim de detectar genes 

responsáveis pela biossíntese de sideróforos, lipopeptídeos, antibacterianos, genes de 

virulência, toxinas e genes de resistência a antibióticos. Assim, foram identificadas espécies 

como Bacillus thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, B. tropicus, B. paranthracis, B. subtilis, 

B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus, B. spizizenii, B. megaterium (Priestia 

megaterium), B. aryabhattai (Priestia aryabhattai), Lysinibacillus capsici e Brevibacillus 

laterosporus. Também foram detectados genes de virulência e codificadores de sideróforos 

importantes como a petrobactina e bacilibactina nas espécies pertencentes ao grupo B. cereus 

sensu lato, além de genes codificadores de lipopeptídeos e antibacterianos, como surfactina, 

iturina, bacilomicina, bacilisina, fengicina e plipastatina nas cepas pertencentes ao grupo B. 

subtilis sensu lato. Deste modo, conclui-se que o sequenciamento genético permitiu identificar 

uma diversidade de espécies do gênero Bacillus, e algumas espécies pertencentes aos gêneros 

Brevibacillus, Lysinibacillus e Priestia, bem como moléculas biologicamente ativas e 

conservadas capazes de controlar fitopatógenos e insetos. 

 

Palavras-chaves: Genoma; Virulência; Sideróforos; Lipopeptídeos; Identificação. 
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ABSTRACT 

 

DNA sequencing has a profound impact on the advancement of molecular biology. In the last 

30 years, this method has been used to identify hundreds or thousands of species and 

components simultaneously. Furthermore, genomic sequences of important microorganisms 

provide biotechnological perspectives for industry, human health, and the environment. The 

aim of this study was to identify 21 strains belonging to the Invertebrate Bacteria Collection of 

Embrapa Genetic Resources and Biotechnology by next-generation sequencing (NGS). And to 

analyze the genome of the identified strains, through bioinformatics tools, verifying the 

occurrence of genes responsible for the biosynthesis of important secondary metabolites. The 

genomes were sequenced at Macrogen, Inc. (Seoul, Korea). Species identification was 

performed using the ANI – Average Nucleotide Identity method (10.1099/ijs.0.64483-0; 

10.1128/genomeA.00927-14). A genome mining of these strains was performed to detect genes 

responsible for the biosynthesis of siderophores, lipopeptides, antibacterial, virulence genes, 

toxins, and antibiotic resistance genes. Thus, species such as Bacillus thuringiensis, B. cereus, 

B. mycoides, B. tropicus, B. paranthracis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 

pumilus, B spizizenii, B. megaterium (Priestia megaterium), B. aryabhattai (Priestia 

aryabhattai), Lysinibacillus capsici and Brevibacillus laterosporus. Virulence genes and genes 

encoding important siderophores such as petrobactin and bacillibactin were also detected in 

species belonging to the B. cereus sensu lato group, as well as genes encoding lipopeptides and 

antibacterials, such as surfactin, iturin, bacillomycin, bacilisin, fengicin and plipastatin in the 

strains belonging to the group B. subtilis sensu lato. Thus, it is concluded that the genetic 

sequencing allowed the identification of a diversity of species of the genus Bacillus, and some 

species belonging to the genera Brevibacillus, Lysinibacillus and Priestia, as well as 

biologically active and conserved molecules capable of controlling phytopathogens and insects. 

 

Keywords: Genome; Virulence; Siderophores; Lipopeptides; Identification. 
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1.1.INTRODUÇÃO 

 

 A sequência genômica de bactérias pode ser obtida por técnicas de sequenciamento de 

alto rendimento que são capazes de gerar extensas bibliotecas de dados a partir de pequenas 

quantidades de DNA (KNETSCH et al., 2019). Com a disponibilidade de sequências genômicas 

foi possível examinar as relações evolutivas entre um determinado grupo de espécies de forma 

mais robusta, usando várias abordagens independentes. Essas sequências também forneceram 

um recurso único na identificação de marcadores moleculares que são especificamente 

compartilhados por um grupo de organismos evolutivamente relacionados, que fornecem 

estratégias poderosas para a demarcação de diferentes grupos de espécies em termos 

moleculares confiáveis e, auxiliam na compreensão de suas inter-relações (GAO; GUTA, 2012; 

ADEOLU et al., 2016).  

Além disso, o crescimento exponencial de bancos de dados genômicos, advindos de 

projetos de sequenciamento, garantem uma estrutura ecológica e evolutiva mais confiável e 

precisa para classificar e definir adequadamente novas cepas/espécies e novos gêneros 

(MAUGHAN; VAN DER AUWERE, 2011). 

 Assim, os avanços recentes na química de sequenciamento de primeira e segunda 

gerações permitiram a identificação e reclassificação de várias espécies e gêneros bacterianos 

por meio de abordagens filogenômicas e genômicas comparativas. O gênero Bacillus, por 

exemplo, dividiu-se em 23 novos gêneros, incluindo os gêneros Lysinibacillus, Brevibacillus e 

Priestia (GUPTA et al., 2020). 

As espécies membros desses gêneros são fenotipicamente e genotipicamente 

heterogêneas (PRIEST, 1993; SLEPECKY; HEMPHILL, 2006) e, devido a isso, exibem 

propriedades fisiológicas bastante diversas, sendo consideradas fábricas microbianas para 

produção de uma vasta gama de moléculas biologicamente ativas e potencialmente inibitórias 

para fungos, bactérias e insetos (MAAGD et al., 2003; ZEIGLER; PERKINS, 2009; DUNLAP 

et al., 2016; PALAZZINI et al., 2016). 

A atividade de biocontrole dessas cepas podem ser mediadas por seus metabólitos 

secundários, e quanto mais metabólitos a cepa produz, mais forte é a eficiência do biocontrole. 

Assim, sequenciar e analisar o genoma completo, bem como, minerar, por meio dos algoritmos 

de bioinformática, o genoma dessas espécies, tornou-se um meio eficaz e rápido para obtenção 

de dados genéticos, a fim de compreender definitivamente a taxonomia das mesmas e, 

caracterizar o potencial de metabólitos secundários presentes nesses isolados (PALAZZINI et 

al., 2016; CHEN et al., 2018), tornando-as assim uma alternativa ecologicamente correta, 
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saudável e viável para mitigar o uso excessivo de fertilizantes e pesticidas na agricultura 

(BACH et al., 2022). 

 

1.2.OBJETIVO GERAL 

 

  Identificar 21 estirpes pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia por sequenciamento de nova geração (NGS). E analisar o 

genoma dessas cepas, por meio da bioinformática, na busca por genes responsáveis pela 

biossíntese de metabólitos secundários importantes. 

 

1.3.MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.3.1. Seleção das estirpes 

 

Foram selecionadas aletoriamente 21 estirpes, pertencentes à Coleção de Bactérias de 

Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – CERNAGEN, pelos seguintes 

códigos de identificação S0043, S0953, S1438, S1338, S2536, S2538, S2566, S2777, S2781, 

S2784, S2785, S2786, S2787, S2788, S2791, S2794, S2795, S2796, S2893, S2894 e 2896. 

 

1.3.2. Cultivo, preparo e purificação das estirpes 

 

As cepas selecionadas para o sequenciamento do genoma foram provenientes de 

material armazenado em papel filtro e/ou liofilizado. Esses materiais, devidamente 

impregnados com esporos, foram inoculados em meio de cultura Embrapa-líquido a 30 ºC por 

72 h sob agitação contínua a 200 rpm (MONNERAT et al., 2007). 

Após esse período, foi realizada a microscopia óptica com contraste de fases das 

culturas, em aumento de 1000x, a fim de verificar a pureza das amostras, bem como a presença 

de esporos e cristais no meio. Atendidos esses critérios, as amostras foram destinadas a extração 

do DNA genômico. 

 

1.3.3. Extração do DNA genômico 

 

As estirpes selecionadas foram cultivadas em meio EMBRAPA-ágar por 16 h a 30 °C 

(MONNERAT et al., 2007). Posteriormente, as colônias bacterianas foram coletadas, com 
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auxílio de alça bacteriológica descartável estéril de 10 μL, e transferidas para um tubo de 

polipropileno, onde a biomassa bacteriana foi ressuspensa em uma solução contendo 200 μL de 

TE 1X (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA•Na2) e 4 μL de lisozima (25 mg/mL). Em seguida, as 

amostras foram inoculadas em agitador orbital por 3 horas, em temperatura ambiente. 

Para a extração de DNA adotou-se o seguinte protocolo: após a incubação das amostras, 

adicionou-se 20 μL de proteinase K (20 mg/mL) e 300 μL de tampão de lise, sendo composto 

por 20 mL de Tris-HCl 0,5 M pH 8; 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8; 38 mL de NaCl 5 M; 500 μL 

de Triton X-100 e 2 mL de SDS 10%. Posteriormente, as amostras foram novamente incubadas, 

porém em banho-maria a 60 ºC, por 10 minutos. Após o resfriamento das soluções bacterianas, 

realizou-se o processo de precipitação do DNA, em que consistiu na adição de 500 μL álcool 

etílico 100% gelado. O DNA extraído foi centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm, e 

posteriormente purificado por duas lavagens com 500 μL de álcool etílico 70%, sendo 

novamente centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. O DNA foi diluído com TE 0,1X (1 mM 

Tris-HCl e 0,1 mM EDTA•Na2). 

O DNA obtido foi quantificado pelo aparelho Quantus™ Fluorometer, usando o kit 

QuantiFluor® ONE dsDNA System (PROMEGA CORPORATION, 2015), de acordo com o 

manual do fabricante. Somente foram aceitos DNAs com valor acima de 50 ng/µl para a 

realização do sequenciamento. Depois de quantificado, foi verificado o grau de pureza de cada 

DNA com o flurômetro Picodrop, por meio das análises das razões A260/280 e A260/230. A 

primeira é uma avaliação primária de pureza, onde o intervalo desejado para as amostras de 

DNA está entre 1.8-2.0, com razões menores que 1.7, indicando contaminação de proteínas e/ou 

fenol; a segunda é uma avaliação secundária de pureza, com intervalo desejado entre 1.8-2.2, 

com razões menores que 1.7, indicando contaminação com sal e/ou anéis de guanidina 

(BUSTIN, et al., 2009).  

 

1.3.4. Sequenciamento do genoma 

 

Os genomas foram sequenciados na Macrogen, Inc. (Seul, Coréia) usando as 

plataformas de alto rendimento HiSeq2000 e GS-FLX Plus. As leituras (reads) foram montadas 

usando Uniclycer, um pipeline de assembler baseado em SPAdes desenvolvido para genomas 

bacterianos (https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1005595) e anotados por prokka 

(https://doi.org/10.1093/bioinformatics /btu153). Para verificar a qualidade da montagem, os 

reads foram mapeados de volta para contigs com o bowtie2, o arquivo de mapeamento foi 

processado com o samtools.  
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O genoma foi anotado com o RAST usando o esquema RASTtk. A análise funcional foi 

realizada usando as ferramentas incorporadas no portal do SEED. A previsão do CAZymes foi 

feita usando a meta dbCAN2 meta server (https://doi.org/10.1093/nar/gky418). A identificação 

das espécies foi feita com os cálculos de ANI - Average Nucleotide Identity 

(10.1099/ijs.0.64483-0; 10.1128/genomeA.00927-14) (Zinina et al., 2019). Valores de ANI > 

95% indicam que os dois genomas pertencem à mesma espécie (GORIS et al., 2007; RICHTER; 

ROSSELLÓ-MORA, 2009). 

A identificação das espécies foi também realizada através de análise de genômica 

comparativa por inferências filogenéticas por ortologia, usando o programa OrthoFinder 

(EMMS; KELLY, 2019). Para isso, 416 espécies de Bacillus, gêneros correlacionados e estirpes 

internas sequenciadas foram incluídas no dataset. Além disso, foram utilizadas sequências 

completas de outras cepas de Bacillus e espécies correlacionadas, geralmente depositadas em 

bancos de dados públicos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/ ou 

http://www.bt.nomenclature.info). 

Foi realizado ainda, por meio da bioinformática, um estudo de identidade através de 

BLAST para identificação dos genes de toxinas clássicas de B. thuringiensis, cry, cyt, vip e sip, 

genes de virulência característicos de B. cereus sensu stricto, como hblA, hblC, hblD, nheA, 

nheB, nheC, cytdK, bceT e entFMm genes de resistência a antibióticos, genes correspondentes 

a produção de sideróforos, genes codificadores de bacillomicina (bmyA, bmyB, bmyD e bmyC), 

fengicina (fenC, fenD, fenE, fenA, fenB), iturina (ituD, ituA, ituB e ituC), surfactina (srfAA, 

srfAB, srfAC, srfAD), plipastatina (ppsA, ppsB, ppsC, ppsD) e bacillisina (bacA, bacB, bacC, 

bacD, bacE e bacG). 

 

1.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A identificação dos isolados incluiu a análise do genoma completo, e a análise da região 

16S do DNA ribossômico, resultando em cepas bacterianas, com 97-99% de identidade de 

sequência, e correspondência com espécies pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli, 

ordem Bacillales e gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. Especificamente 

as espécies encontradas foram B. thuringiensis, B. cereus, B. mycoides, B. tropicus, B. 

paranthracis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. licheniformis, B. pumilus, B. 

spizizenii, Priestia megaterium (B. megaterium), P. aryabhattai (B. aryabhattai), Lysinibacillus 

capsici e Brevibacillus laterosporus (Figura 1). 
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Figura 1. Árvore filogenética das 21 estirpes identificadas por análise de genômica comparativa por 

inferências filogenéticas por ortologia usando o programa OrthoFinder.  

 

1.4.1. Grupo Bacillus cereus sensu lato 

 

 O sequenciamento do genoma completo das cepas S0953, S0043, S2566, S2781 e S2786 

e a análise de genômica comparativa realizada com o programa OrthoFinder permitiu 

determinar com precisão que essas estirpes são pertencentes ao grupo B. cereus sensu lato.  

Assim, para cepa S0953 a identidade média de nucleotídeos (ANI) mostrou 98,77% de 

identidade com o genoma de B. cereus MLY1. A estirpe S2566 correspondeu a 98,70% ao 

genoma de B. thuringiensis AM65-22. A S2786 teve seu genoma equiparado a espécie B. 

mycoides ATCC 6462 em 99,99%. A ANI do isolado S0043 mostrou 99,50% de identidade 

com o genoma de B. tropicus DE0099, enquanto a cepa S2781 foi relacionada a espécie B. 

paranthracis CFSAN068816 com 99,95% de ANI. 

 No esboço do genoma das estirpes S0953, S0043, S2786, S2781 e S2566, os números 

estimados de bases foram em média de 5.680.160 pb entre as cepas. Esses contigs foram 

organizados em scaffolds com tamanho mínimo de 44 pb para S0953 e máximo de 223 pb para 

S2566 (Tabela 1). As sequências dos genomas renderam também um comprimento médio de 

N50 e conteúdo %GC de 469.775 pb e 35.09%. Foram encontrados por prokka o número de 

CDS que variou de 5.538 a 6.043, os números de mRNA, tRNAs, rRNAs e ncRNA variaram 
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de 5.736 a 6.251; 61 a 72; 3 a 7; 121 a 131, respectivamente. Além disso, entre essas cepas, a 

única a apresentar CRISPRs foi a estirpe S0953. 

  

Tabela 1. Características gerais do genoma total de cinco isolados de B. cereus sensu lato. 

Bases = número de nucleotídeos, CDS = número de sequências de codificação, tRNA = número 

de genes de tRNA, rRNA = número de genes de rRNA, ncRNA = número de genes de RNA 

não codificantes, mRNA = número de genes de RNA mensageiros, Teor de GC% = 

porcentagem de teor de guanina-citosina, N50 = comprimento do contig mais curto para o qual 

os contigs mais longos e iguais cobrem pelo menos 50% do conjunto, CRISPRs = repetições 

palindrômicas curtas agrupadas regularmente interespaçadas. 

Cepas Bases Scaffolds N50 mRNA CDS tRNA rRNA ncRNA %GC CRISPRs 

S2566 6.001.841 223 79.781 6.251 6.043 72 4 131 34.98 0 

S0953 5.693.527 44 926.173 5.831 5.630 70 7 123 34.92 1 

S0043 5.572.290 65 624.727 5.736 5.538 72 4 121 35.08 0 

S2786 5.569.407 54 406.805 5.844 5.651 61 3 128 35.20 0 

S2781 5.563.737 92 311.392 5.868 5.678 61 4 124 35.28 0 

 

1.4.1.1.Sideróforos  

 

 O esboço do genoma das cepas de B. cereus sensu lato permitiu detectar um complexo 

gênico, responsável pela produção de pequenos metabólitos secundários quelantes de Fe3+ 

denominados sideróforos (petrobactina e bacilibactina), e compostos intermediários, como 

ácido salicílico (AS) que são incorporados em sideróforos a base de salicilato, codificados pelos 

genes pchA e SMO (KRAMER et al., 2020; MISHRA; BAEK, 2021), e que codificam algumas 

enzimas necessárias para sintetizar esses metabólitos (Tabela 2). 

Entende-se que o conjunto de genes denominado cluster de genes biossíntéticos (BGC) 

é responsável por codificar todas as enzimas responsáveis por sintetizar AS e sideróforos. A 

biossíntese de sideróforos, em si, ocorre por duas vias: a via da sintetase de peptídeos não 

ribossomais e sintases de policetídeos (NRPS/PKSs), e a via da sintetase do sideróforo 

independente de NRPS (NIS), sendo todas codificadas como BGCs no genoma microbiano 

(MISHRA; BAEK, 2021). 
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Assim, o ácido salicílico é produzido por várias bactérias como um produto extracelular 

quelante de Fe3+, por se assimilar ao esqueleto sideróforo derivado de salicina (salicilatos), em 

condições com baixo teor de ferro (KRAMER et al., 2020). A síntese desse composto é 

realizada por agrupamentos de genes biossintéticos NRPS (NRPS BGC) ou agrupamentos de 

genes biossintéticos híbridos NRPS/PKS (NRPS/PKS BGC) (HO et al., 2018).  

  A maioria das bactérias produtoras de AS, principalmente Pseudomonas e Bacillus spp., 

operam uma via biossintética semelhante a ICS (isocorismato sintase), em que o primeiro passo 

é converter o corismato em seu isômero, isocorismato, por uma enzima ICS, enquanto o 

próximo passo requer outra enzima, isocorismato piruvato liase (IPL) que converte o 

isocorismato em AS e piruvato, considerada uma enzima crucial para biossíntese de salicilato 

bacteriano (WILDERMUTH et al., 2001). 

 Como precursor inicial para biossíntese de AS bacteriano, o corismato é convertido em 

isocorismato pela enzima pchA (ICS) e, posteriormente, o isocorismato é convertido em 

salicilato pela enzima codificada pelo gene pchB. Ambas as enzimas fazem parte do BGC que 

compreende o operon pchDHIEFKCBA, principalmente em espécies de Pseudomonas 

(SERINO et al., 1997; MASPOLI et al., 2014; RONNEBAUM; LAMB, 2018; SCHALK et al., 

2020). O salicilato monooxigenase (SMO) converte AS em catecol (1,2-dihidroxibenzeno), 

enzima importante para síntese de sideróforos derivados de salicila, também encontrados em 

espécies de Pseudomonas (MISHRA; BAEK, 2021). 

Em todas as cepas pertencentes ao grupo B. cereus sensu lato foram detectados o gene 

pchA, porém somente a estirpe S2781 (Bacillus paranthracis) apresentou o número de 

identidade na sequência DNA do gene 100% compatível com sequência nucleotídica disponível 

do pchA no banco de dados NCBI (Tabela 2). No entanto, não foram detectados os outros genes 

pertencentes ao operon pchDHIEFKCBA nessas cepas, o que poderia levar ao 

comprometimento da biossíntese do ácido salicílico nessas espécies, uma vez que só a presença 

do gene pchA garante a conversão do corismato em isocorismato, mas não se compromete com 

a conversão do isocorismato em AS, que ficará disponível para espécie bacteriana. 

Verificou-se também que apenas a cepa S2781 apresentou o gene SMO, e não existem 

relatos na literatura da presença ou função desses genes em B. paranthracis, sendo necessários 

mais estudos sobre o assunto.  

 Também foram detectados nessas estirpes genes importantes na produção de sideróforos 

de catecolatos, como a petrobactina e bacillibactina (KOPPISCH et al., 2005; WILSON et al., 
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2006). A biossíntese dessas moléculas está associada a dois operons, asb (petrobactina) e dhb 

(bacillibactina) (LEE et al., 2011), ambos observados nas estirpes de B. cereus sensu lato. 

 

Tabela 2. Detecção dos genes responsáveis pela biossíntese de sideróforos no genoma das 

estirpes pertencentes ao grupo B. cereus sensu lato. 

 Sideróforos 

Cepas Ácido Salicílico Petrobactina 

 pchA** SMO asbA asbE asbB asbC sbF 

S0043 + (94%) * - + (90%) + (92%) + (93%) + (96%) + (90%) 

S0953 + (91%) - + (98%) + (97%) + (85%) + (93%) + (89%) 

S2566 + (91%) - + (99%) + (99%) + (86%) + (92%) + (89%) 

S2781 + (100%) + (99%) - - - - - 

S2786 + (89%) - + (84%) + (87%) - + (84%) + (89%) 

 Bacillibactina Enterobactina PB Esquizocina 

 dhbB dhbC dhbF FeuA FpuA YfiY 

S0043 + (97%) + (90%) + (94%) - - + (92%) 

S0953 + (96%) + (97%) + (97%) - + (94%) + (97%) 

S2566 + (99%) + (98%) + (99%) - + (94%) + (99%) 

S2781 + (94%) + (90%) + (93%) + (99%) - + (93%) 

S2786 + (94%) + (89%) + (91%) - - + (92%) 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não detectado; 

** pchA (isochorismate synthase), SMO (salicylate 1- monooxygenase), asbA, asbE, asbB (petrobactin 

biosynthesis protein), asbC (3,4-dihydroxybenzoic-acid-AMP ligase), sbF (xylose isomerase domain protein Tim 

barrel), dhbB (isochorismatase), dhbC (isochorismate synthase), dhbF (dimodular nonribossomal peptide 

synthetase), FeuA (enterobactin), FpuA (petrobactin), YfiY (schizokinen). 

 

A petrobactina foi incialmente identificada como um sideróforo presente na bactéria 

marinha degradadora de petróleo Marinobacter hidrocarbonoclasticus (BARBEAU et al., 

2002), no entanto, tempos mais tarde, esse composto foi associado a patogenicidade de Bacillus 

anthracis (KOPPISCH et al., 2005) e atualmente encontra-se em várias espécies do 

agrupamento B. cereus sensu lato, como observado nesse estudo. A petrobactina é considerada 

um membro da família de sideróforos à base de citrato, espermidina e DHB (ferro catecolato), 
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um grupo de cofatores de transporte de ferro que aumenta a virulência microbiana 

(CENDROWSKI et al., 2004; WILSON et al., 2006). Além disso, a biossíntese desse composto 

ocorre pela sintetase do sideróforo independente de NRPS (NIS sintases), e o cluster de genes 

responsável pela biossíntese desse composto é o asbABCDEF, atuantes na aquisição de ferro, 

na patogênese de microrganismos virulentos, e na sobrevivência da bactéria em seu hospedeiro 

(CENDROWSKI et al., 2004; LEE et al., 2007; HOTTA et al., 2010).  

Nas estirpes S0043, S0953 e S2566 foram encontrados os genes asbA, asbB, asbC, 

asbE, com identidade de sequência de 85-99%, enquanto na cepa S2786 foi detectado apenas 

os genes asbA, asbC e asbE, com identidade de sequência de 84%, 84% e 87%, 

respectivamente. Essas enzimas são responsáveis por catalisarem as reações chaves para 

biossíntese do sideróforo petrobactina. 

A bacillibactina foi isolada pela primeira vez de uma cepa de B. subtilis (MAY et al., 

2001), porém com a evolução dos estudos, verificou-se que essa molécula também é produzida 

por todas as espécies de Bacillus estudadas, incluindo o grupo B. cereus s.l. (WILSON et al., 

2006; KOPPISCH et al., 2008). Além disso, esse composto é considerado um sideróforo tris-

catecolato, sendo sua biossíntese operada pelo cluster de genes bacACBEF/dhbACEBF 

(WILSON et al., 2006, OVES-COSTALES et al., 2008). Desse cluster gênico, apenas os genes 

dhbB, dhbC e dhbF, cuja identidade de sequência variou de 88% a 99% foram encontrados nas 

estirpes do grupo B. cereus s.l.  

Ademais, em espécies do grupo B. cereus sensu lato, principalmente B. cereus e B. 

anthracis, a capacitação e recuperação dos complexos ferro-sideróforo do meio extracelular é 

facilitada por receptores específicos ligados a membrana, ou seja, proteínas de ligação ao 

substrato associadas à membrana (SBPs) e por transportadores ABC que atravessam a 

membrana (HEINRICHS et al., 2004). Assim, existem diversos tipos SBPs, associadas por 

proteínas especializadas, como o FpuA (receptor ferricromo), proteína de ligação a petrobactina 

livre de ferro, e FeuA, proteína de ligação e absorção de bacillibactina férrica e enterobactina 

(ZAWADZKA et al., 2009). O gene FeuA foi presente apenas na estirpe S2781 (B. 

paranthracis), com identidade de 99% com o gene descrito no NCBI. Enquanto o gene FpuA 

foi detectado nas estirpes S0953 (B. cereus) e S2566 (B. thuringiensis), com identidade de 

sequência de DNA de 94% em ambas as cepas. 

Em resumo, embora a produção da bacillibactina não seja necessária para o crescimento 

das espécies de Bacillus, esse composto mostrou ser necessário para o crescimento dessas 

espécies em meios depletados de ferro (CENDROWSKI et al., 2004). A petrobactina, no 
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entanto, está presente apenas em espécies patogênicas de Bacillus, e esse composto é 

devidamente associado a virulência dos mesmos. Deste modo, presume-se que a presença 

desses genes que compõem os clusters dhb e asb indicam que há uma possível patogenicidade 

dessas cepas contra vertebrados, mais precisamente das estirpes S2781, S0043, S0953 e S2566, 

cujas identidades de sequência de DNA ficaram acima de 90%. 

Entretanto, independente dessa suposição é visível que essas estirpes possuem também 

a capacidade de adquirir ferro de fontes hospedeiras em ambientes limitados, uma vez que, o 

sucesso de um patógeno dentro de um hospedeiro depende de sua habilidade em adquirir ferro 

que, consequentemente, depende da capacidade termodinâmica e cinética do sideróforo em 

obter ferro (KOPPISCH et al., 2008). Além disso, também foi encontrado no genoma dessas 

estirpes, o gene responsável por codificar a proteína de ligação YfiY, receptor da esquizocina, 

um sideróforo a base de citrato, que possui as finalidades de transportar e sequestrar ferro e, 

participar ativamente do metabólito bacteriano (FADEEV et al., 2004; ZAWADZKA et al., 

2009). 

 

1.4.1.2.Genes de virulência  

 

 Foram detectados no esboço dos genomas das estirpes do grupo B. cereus sensu lato 

genes codificadores de virulência, denominados enterotoxinas. Essas enterotoxinas estão 

presentes em espécies de B. cereus e são basicamente três: a hemolisina BL de três componentes 

(HBL), que consiste em duas proteínas líticas L1 e L2 e no componente de ligação B 

(BEECHER; MACMILLAN, 1990; BEECHER et al., 1995), a enterotoxina não hemolítica de 

três componentes Nhe, que consiste nas proteínas NheA, NheB e NheC (LUND; GRANUN, 

1996) e a proteína única citotoxina K (CytK), e a variante menos tóxica CytK-2, cuja estrutura 

de ambas estão relacionadas com toxinas formadoras de poros β-barril, além de apresentarem 

atividade hemolítica e citotóxica (LUND et al, 2000; HARDY et al., 2001; FAGERLUND et 

al., 2004).  

 Nesse estudo, com exceção da cepa S2781 (B. paranthracis) que apresentou em seu 

genoma apenas o gene nheA, todas as outras espécies do grupo B. cereus s.l. possuíram os três 

genes que codificam o complexo enterotóxico HBL, como hbIA, hbIC, hbID, e dois, dos três 

genes que codificam a enterotoxina não hemolítica Nhe, como o nheA e nheB. O gene cytk, que 

codifica a citotoxina K necrótica foi encontrado apenas na cepa de B. tropicus (S0043) e na 
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cepa de B. cereus (S0953). Também, observou-se que todas as cepas apresentaram o gene 

entFM (enterotoxina putativa FM), uma peptidase de parede celular (TRAN et al., 2010). 

 

Tabela 3. Detecção de genes codificadores de virulência (enterotoxinas) no genoma das 

estirpes pertencentes ao grupo B. cereus sensu lato. 

 Enterotoxina 

Cepas Hemolisina BL Não Hemolítica Citotoxina 
Enterotoxina  

FM 

 hblA hblC hblD nheA nheB cytK entFM 

S0043 + (97%) + (96%) + (98%) + (95%) + (82%) + (97%) + (94%) 

S0953 + (97%) + (96%) + (99%) + (94%) + (82%) + (97%) + (98%) 

S2566 + (98%) + (96%) + (99%) + (93%) + (82%) - + (97%) 

S2781 - - - + (95%) - - + (97%) 

S2786 + (95%) + (92%) + (96%) + (92%) + (81%) - + (91%) 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não detectado; 

** hblA (hemolysin BL-binding), hblC (hemolysin BL lytic component L2), hblD (hemolysin BL lytic component 

L1), nheA (non-hemolytic enterotoxin lytic component L2), nheB (non-hemolytic enterotoxin B, cytK (cytotoxin 

K) e entFM (enterotoxin FM). 

 

Tendo em vista que todas as cepas desse grupo abrigam genes para três enterotoxinas 

conhecidas, HBL, NHE e CytK, existe o risco de que elevadas populações desses organismos 

em humanos possam causar doenças nos mesmos, uma vez que essas enterotoxinas causam 

distúrbios gastrointestinais (KIM et al., 2015). No entanto, é importante ressaltar que nenhum 

desses genes apresentou identidade de sequência de DNA 100% compatível com os genes 

descritos no NCBI, havendo uma variação de 81-99%, e o gene nheC não foi detectado em 

nenhuma estirpe, o que teoricamente poderia prejudicar a maquinaria biossintética desse 

composto virulento. 

 Também, é importante ressaltar que a presença de um agrupamento gênico em uma 

determinada cepa, não garante que a estirpe em questão, seja capaz de produzir o metabólito 

secundário esperado, uma vez que, pode ocorrer silenciamento de genes e falta de conhecimento 

sobre as condições ambientais necessárias para ativar o cluster (HARWOOD et al., 2018). 

 

1.4.1.3. δ-Endotoxinas 
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Foi detectado na estirpe S2566, única espécie de B. thuringiensis identificada, genes 

codificadores de proteínas cristalinas parasporais (chamadas δ-endotoxinas), como cry1Aa, 

cry1Ab, cry1Ac, cry1Bb, cry1Bj1, cry1Da, cry1Fb, cry1Ja, cry1Ka, cry2Ad e cry3Af3. Essas 

inclusões proteicas são produzidas durante o processo de esporulação da espécie bacteriana e 

são codificadas principalmente por genes extracromossômicos localizados nos plasmídeos 

(JISHA et al., 2013).  

Além das proteínas cristalinas, a estirpe S2566 apresentou o gene responsável por 

codificar a proteína inseticida vegetativa (Vip), que é secretada durante a fase de crescimento 

vegetativo da bactéria. Essas proteínas são referidas como proteínas inseticidas de segunda 

geração, e podem ser usadas sozinhas ou em complementariedade com as proteínas Cry para o 

controle de várias pragas (GUPTA et al., 2021). Assim, foram detectados os genes vip3Ag6, 

vip2Aa, vip1Ca na cepa S2566. 

As proteínas inseticidas Cry e Vip são altamente tóxicas e específicas para o seu inseto 

alvo, porém inofensivas a humanos, vertebrados e plantas. Ademais, de acordo com 

MONNERAT et al. (1999), JAIN et al. (2017) e NAIR et al. (2018), normalmente isolados de 

Bt que abrigam um complexo gênico de cry1A, cry1IA, cry1B, cry1D e cry2 são efetivamente 

ativos contra lepidópteros. As proteínas Vip1 e Vip2 atuam como toxinas binárias e apresentam 

toxicidade para pragas pertencentes às ordens Hemiptera e Coleoptera, enquanto a proteína 

Vip3 possui ação inseticida contra pragas de lepidópteros (GUPTA et al., 2021).  

Também foi encontrado o gene spp1Aa que codifica a via metabólica de promoção do 

crescimento vegetal 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase, indolepiruvato 

descarboxilase, fosfatase ácida putativa e proteína de biossíntese de sideróforos (MARTINS et 

al., 2022). 

 

1.4.1.4.Genes de resistência a antibióticos 

 

 No esboço dos genomas das cepas do grupo B. cereus sensu lato também foram 

encontrados os genes de resistência à penicilina (bla), cloranfenicol (cat), tetraciclina (tetV e 

MMR peptide), ampicilina (bla 1, bla 2, bla 3), clindamicina (speG), oxacilina (fruB, gmk, hpt, 

purB, prsA, relA), ceftriaxona (Metallo-beta-lactamase), polimixina B (phoB), clortetraciclina 

(tetA, tetD, tetC, TetM/TetO), sulfametoxazol (folP, dhps), amicacina (aac(6’)), cloxacilina 

monohidratada (mecA1 e mecA2), eritromicina (ermB) e vancomicina (vanW, vanRB, vanR, 

vanY). O perfil de resistência a esses antimicrobianos será discutido no Capítulo 5. 



 

66 

 

 

1.4.2. Grupo Bacillus subtilis sensu lato 

 

 O sequenciamento do genoma completo das cepas S2536, S2777, S2784, S2785, S2787, 

S2788, S2791, S2794, S2795, S2796, S2893 e S2896 e a análise de genômica comparativa 

realizada com o programa OrthoFinder permitiu determinar com precisão que essas estirpes são 

pertencentes ao grupo Bacillus subtilis sensu lato. 

Deste modo, a identidade média de nucleotídeos (ANI) mostrou que as estirpes S2788 

e S2785 foram 99,09% e 98,96%, respectivamente, compatíveis com o genoma da cepa B. 

amyloliquefaciens HM618. Em uma primeira análise do genoma completo contra os dados 

disponíveis no GenBank, a estirpe S2787 foi inicialmente identificada como sendo B. 

methylotrophicus, com 95% de ANI. Entretanto, após a realização de um refinamento e acurácia 

do banco de dados público e da biblioteca de sequências construída pelo Laboratório de 

Bioinformática foi possível determinar que a cepa S2787 correspondeu com o genoma de B. 

amyloliquefaciens HM618 em 99,07%. O mesmo foi observado com a cepa S2784, em que uma 

primeira análise, a estirpe em questão correspondeu em 98,03% com o genoma da estirpe 

Bacillus velezensis CBMB205, posteriormente a mesma obteve 98,41% de identidade de 

sequência com o genoma do isolado Bacillus amyloliquefaciens IT-45. Desse modo, as duas 

estirpes foram identificadas como espécies de B. amyloliquefaciens. 

Sabe-se que inicialmente, a espécie de B. amyloliquefaciens reconhecida como uma 

espécie distinta em 1987 (PRIEST et al., 1987) foi dividida em duas subespécies, B. 

amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens e B. amyloliquefaciens subsp. plantarum 

(BORRISS et al., 2011). No entanto, após estudos realizados por Dunlap et al. (2015), em que 

foram analisados os genomas das espécies de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum (cepa 

FZB42T) e B. methylotrophicus (cepa KACC 13105T) (MADHAIYAN et al., 2010) constatou-

se que as duas espécies compartilhavam um alto grau de similaridade genômica, ou seja, essas 

espécies eram semelhantes geneticamente, com pequenas variações fenotípicas. Desse modo, 

os autores propuseram que a reclassificação da espécie B. amyloliquefaciens subsp. plantarum 

como um sinônimo heterotípico posterior de B. methylotrophicus, devido a prioridade de 

nomeação dada a primeira espécie validamente descrita e publicada.   

Posteriormente, Dunlap et al. (2016) realizou um estudo de análise comparativa dos 

genomas das espécies B. methylotrophicus KACC 13015 T, B. 

amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 T, B. oryzicola' KACC 18228 e B. velezensis 

NRRL B-41580 T e constataram que essas espécies compartilhavam coerência de fenótipos e 
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genótipos, uma vez que as mesmas apresentavam semelhanças morfológicas, fisiológicas, 

quimiotaxonômicas e filogenética entre si. Desse modo, devido a regra de prioridade de 

nomenclatura, as espécies B. methylotrophicus, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum e B. 

oryzicola foram consideradas sinônimos heterotípicos posteriores de B. velezensis, ou seja, 

passaram a ser classificadas como B. velezensis.  

As estirpes S2794, S2796 e S2896 apresentaram 98,47%, 98,42% e 99,99%, 

respectivamente de identidade de sequência com o isolado B. subtilis 168. Enquanto, a estirpe 

S2795 obteve um valor de ANI de 96% com a cepa B. pumilus SH-B9. A cepa S2777 foi 

correspondente em 99,99% ao genoma de B. licheniformis ATCC 14580, e a estirpe S2894 

obteve 99,99% de identidade de sequência com a espécie B. spizizenii.  

No esboço do genoma das estirpes foi constatado que os números estimados de bases 

foram em média de 4.004.119 pb. Esses contigs foram organizados em scaffolds com tamanho 

mínimo de 21 pb (S2796) e máximo de 127 pb (S2788). As sequências dos genomas renderam 

também um comprimento médio de N50 e conteúdo %GC de 402.663 pb e 44.94%, 

respectivamente. Foram encontrados por prokka o número de CDS que variou de 3.723 a 4.397, 

os números de mRNA, tRNAs, rRNAs e ncRNA variaram de 3.879 a 4.558; 52 a 81; 3 a 5; 76 

a 91, respectivamente (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Características gerais do genoma total de 12 isolados de B. subtilis sensu lato. Bases 

= número de nucleotídeos, CDS = número de sequências de codificação, tRNA = número de 

genes de tRNA, rRNA = número de genes de rRNA, ncRNA = número de genes de RNA não 

codificantes, mRNA = número de genes de RNA mensageiros, Teor de GC% = porcentagem 

de teor de guanina-citosina, N50 = comprimento do contig mais curto para o qual os contigs 

mais longos e iguais cobrem pelo menos 50% do conjunto, CRISPRs = repetições 

palindrômicas curtas agrupadas regularmente interespaçadas. 

Cepas Bases Scaffolds N50 mRNA CDS tRNA rRNA ncRNA %GC CRISPRs 

S2536 3.900.554 46 296.160 3.885 3.723 81 3 77 46,45 0 

S2777 4.140.688 65 100.163 4.370 4.205 77 3 84 46,18 0 

S2784 3.958.137 29 508.796 4.019 3.860 77 3 78 46,31 0 

S2785 4.118.578 127 56.513 4.193 4.052 54 4 82 45.92 0 

S2787 3.913.627 46 144.183 3.990 3.839 68 3 79 46,29 0 

S2788 3.956.622 31 357.592 4.016 3.855 79 3 78 46,31 0 
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Continuação... 

Cepas Bases Scaffolds N50 mRNA CDS tRNA rRNA ncRNA %GC CRISPRs 

S2791 3.848.891 31 362.913 3.879 3.734 61 3 80 46,50 0 

S2794 4.051.450 32 1.039.968 4.373 4.209 71 3 89 43,00 0 

S2795 3.829.482 56 651.800 4.046 3.913 53 3 76 41,92 0 

S2796 4.056.638 21 854.968 4.365 4.217 52 5 90 43,51 0 

S2893 3.983.337 33 294.318 4.122 3.958 73 4 86 43,83 0 

S2896 4.291.432 54 164.591 4.558 4.397 66 3 91 43,06 0 

 

 O esboço do genoma das estirpes pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato também 

permitiu usar a bioinformática para minerar o genoma em busca de metabólitos potenciais, 

como compostos antimicrobianos, lipopeptídeos e sideróforos ativos e conservados por todas 

as cepas do grupo. Os peptídeos não ribossomais formam uma família versátil de metabólitos 

secundários com crescente interesse em muitos campos industriais e agrícolas, como 

antibióticos, sideróforos, surfactantes, pigmentos, imunossupressores ou moléculas 

antitumorais (WANG et al., 2014).   

Os lipopeptídeos (LPs) e sideróforos de Bacillus são sintetizados de forma não 

ribossomal por meio de grandes multienzimas chamadas peptídeos sintetases não ribossomais 

(NRPSs) (PALAZZINI et al., 2016). Entre os LPs produzidos por espécies de Bacillus, quatro 

famílias principias foram distinguidas: kurstakins, surfactinas, inturinas e 

fengicinas/plipastatina (JACQUES, 2011). No genoma das estirpes S2536, S2784, S2785, 

S2787, S2788, S2791, S2794, S2796 e S2896 foram detectados clusters gênicos responsáveis 

por codificarem metabólitos secundários pertencentes às famílias das sufactinas, iturinas e 

fengicinas, além de um representante do grupo plipastatina (fengicina), bacillomicina, 

bacilisina (antibacteriano) e sideróforos responsáveis pela síntese do ácido salicílico e quelantes 

de Fe3+. 

Ressalta-se que não foram encontrados nenhum cluster gênico ou gene isolado 

responsáveis pela biossíntese de lipopeptídeos e sideróforos nas estirpes S2777, S2795 e S2893. 

 

1.4.2.1. Bacilomicina 

 

 A bacilomicina é um membro da família de lipopeptídeos iturina, sintetizado por um 

mecanismo não ribossomal. Esse metabólito é um heptapeptídeo interligado com ácido graxo 

β-amino que forma uma estrutura de anel cíclico, e possui propriedades antifúngicas, 
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principalmente contra fungos filamentosos (KOUMOUTSI et al., 2004; CAWOY et al., 2015) 

e alta bioatividade antimicrobiana (QIAN et al., 2016; SUN et al., 2018). 

O complexo gênico da bacilomicina foi encontrado apenas nas cepas de B. 

amyloliquefaciens (S2536, S2784, S2785, S2788, S2787) (Tabela 5). E a análise genômica 

revelou que nessas espécies há três dos quatro genes da bacilomicina L sintase, como bmyD, 

bmyA e bmyB, o qual compartilharam identidade de sequência de 97-99%. No agrupamento 

completo dos genes da bacilomicina L sintetase, existe também o gene bmyC, porém o mesmo 

não foi detectado nas estirpes em estudo. Esse gene possui a função de ciclização e liberação 

de bacilomicina (SUN et al., 2018), desse modo, teoricamente, a falta desse gene poderia 

implicar na não liberação desse composto nessas cepas. 

 

Tabela 5. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese do lipopeptídeo bacilomicina no 

genoma das cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 Lipopeptídeo 

Cepas Bacillomicina 

 bmyA bmyB bmyD 

S2536 + (98%) * + (97%)  + (99%)  

S2777 - - - 

S2784 + (98%) + (98%) + (99%) 

S2785 + (97%) + (98%) + (98%) 

S2787 + (98%) + (98%) + (99%) 

S2788 + (98%) + (98%) + (99%) 

S2791 + (98%) + (98%) + (99%) 

S2794 - - - 

S2795 - - - 

S2796 - - - 

S2893 - - - 

S2896 - - - 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não 

detectado. 
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1.4.2.2. Surfactina 

 

Entende-se que o operon srfA é necessário para a biossíntese não ribossomal da 

surfactina, sendo composto por quatro genes, srfAA, srfAB, srfAC e srfAD, que codificam as 

subunidades da surfactina sintase, mais o gene sfp que codifica a fosfopanteteinil transferase 

(LEE et al., 2007). Em todas as estirpes de B. amyloliquefaciens foi detectado o gene 

codificador da surfactina sintase (operon srfA), com identidade de sequência de DNA de 90% 

para os isolados de B. amyloliquefaciens. No entanto, nessas estirpes foi detectado apenas um, 

dos quatro genes codificadores das subunidades da surfactina sintase, srfAC, com 90% de 

identidade de sequência com o gene descrito no NCBI.  

 Nas estirpes de B. subtilis (S2794, S2796 e S2896), entretanto, apresentaram todo o 

operon srfA, e os quatro genes das subunidades da surfactina sintase, srfAA, srfAB, srfAC e 

srfAD, com 98-100% de identidade, o que indica que essas cepas de B. subtilis são capazes de 

produzirem e liberarem esse composto biossurfactante com atividade antifúngica e 

antibacteriana (Tabela 6).  

A surfactina é um lipopeptídeo cíclico, membro da família iturina, sintetizado por um 

mecanismo de tiomodelo não ribossomal (SHEPPARD et al., 1991). Por ter uma estrutura 

anfifílica, a surfactina é um poderoso biossurfactante com atividade superficial (ISHIGAMI et 

al., 1995), além disso, esse composto possui propriedades antifúngicas, antibacterianas, 

hemólise, também inibe a formação de coágulos de fibrina, induz a formação de canais iônicos 

em membranas de bicamada lipídica, inibe enzimas, como AMP cíclico fosfodiesterase, e exibe 

atividade antivirais e antitumorais (DOEKEL et al., 2002; LEE et al., 2007). 
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Tabela 6. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese do lipopeptídeo surfactina no 

genoma das cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 Lipopeptídeo 

Cepas Surfactina 

 srfA srfAA srfAB srfAC srfAD 

S2536 + (90%) * - - + (90%) - 

S2777 - - - - - 

S2784 + (90%) - - + (90%) - 

S2785 + (90%) - - + (90%) - 

S2787 + (90%) - - + (90%) - 

S2788 + (90%) - - + (90%) - 

S2791 + (90%) - - + (90%) - 

S2794 + (98%) + (98%) + (98%) + (98%) + (98%) 

S2795 - - - - - 

S2796 + (98%) + (98%) + (98%) + (98%) + (98%) 

S2893 - - - - - 

S2896 + (99%) + (99%) + (99%) + (99%) + (100%) 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene 

não detectado. 

 

 

1.4.2.3. Iturina 

 

 Todo o operon biossintético da iturina foi detectado nas estirpes de B. amyloliquefaciens 

havendo identidade de sequência de 89-98% com os genes descritos, isso indica que essas 

espécies possuem a capacidade de produzir e liberar esse composto antifúngico (Tabela 7). 
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Tabela 7. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese do lipopeptídeo iturina no genoma 

das cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 Lipopeptídeo 

Cepas Iturina 

 
Gene 

ituA 

Gene 

ituB 

Gene 

ituC 

Gene 

ituD 

S2536 + (97%) + (96%) + (96%) + (96%) 

S2777 - - - - 

S2784 + (97%) + (96%) + (96%) + (95%) 

S2785 + (98%) + (96%) + (96%) + (95%) 

S2787 + (97%) + (96%) + (96%) + (95%) 

S2788 + (97%) + (96%) + (96%) + (95%) 

S2791 + (97%) + (97%) + (89%) + (96%) 

S2794 - - - - 

S2795 - - - - 

S2796 - - - - 

S2896 - - - - 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene 

não detectado. 

 

A iturina é um lipopeptídeos cíclico, heptapeptídeo ligado a uma cadeia de ácidos graxos 

β-amino (TSUGE et al, 2001). Esse composto é também um potente lipopeptídeo antifúngico, 

podendo ser usada como potencial biopesticida contra fitopatógenos, bem como para o 

tratamento de micoses humanas e animais, devido à sua baixa toxicidade e ausência de efeitos 

alérgicos no hospedeiro (ONGENA et al., 2005; ROMERO et al., 2007; MIZUMOTO et al., 

2007; ONGENA; JACQUES, 2008; JIN et al., 2014; PENG et al., 2014). 

 A iturina é biossintetizada pelas sintetases de peptídeos não ribossomais (NRPSs), e o 

operon biossintético da iturina é comandado pelo agrupamento de genes biossintéticos itu, que 

incluem os genes ituD, ituA, ituB e ituC. A biossíntese da iturina é similar a biossíntese da 

bacilomicina, uma vez que, ambos compostos pertencem a família das iturinas (STEIN et al., 

2005; ONGENA; JACQUES, 2008).  
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1.4.2.4. Fengicina e Plipastatina 

 

Nas estirpes de B. amyloliquefaciens (S2536, S2784, S2785, S2787, S2788, S2791) foi 

detectado todo o cluster gênico responsável pela síntese da plipastatina, ppsA, ppsB, ppsC, ppsD 

e ppsE, cuja identidade de sequência foi de 89-98%. Entretanto, o gene fenA da fengicina 

sintetase foi encontrado apenas na estirpe S2896 com identidade de sequência de DNA de 83% 

em comparação ao gene descrito no NCBI (Tabela 8). 

A fengicina e plipastatina são lipodecapeptídeos cíclicos antifúngicos biossurfactantes 

que estão intimamente relacionados em estrutura, embora originalmente tenham sido isolados 

independentemente (HONMA et al., 2012; HARWOOD et al., 2018). A fengicina possui uma 

variedade de bioatividades, como inibição do crescimento fúngico, perturbação, curvatura e 

formação de micelas em membranas artificiais (VANITTANAKOM et al., 1986; DELEU et 

al., 2005; PATEL et al., 2011). A plipastatina está envolvida na inibição da fosfolipase A2 e a 

formação de poros nas membranas fúngicas. Além disso, o uso desse composto é defendido 

como um substituto para fungicidas químicos, devido à sua biodegradabilidade e falta de 

toxicidade em plantas e animais (HARWOOD et al., 2018). 

A fengicina é sintetizada por cinco fengicina sintases, FenC (287 kDa), FenD (290 kDa), 

FenE (286 kDa), FenA (406 kDa) e FenB (146 kDa) (CHEN et al., 1995; LIN et al., 1999). Já 

o agrupamento de genes NRPSs que codificam a síntese de plipastatina é composto pelos genes 

ppsAACDE, que codificam cinco peptídeos sintetases, PpsA (fenC) (289 kDa), PpsB (fenD) 

(290 kDa), PpsC (fenE) (287 kDa), PpsD (fenA) (407 kDa) e PpsE (fenB) (145 kDa) 

(HARWOOD et al., 2018). Como as estruturas da plipastatina são semelhantes às da fengicina, 

a sequência do operon da plipastatina sintetase é semelhante à do operon da fengincina 

sintetase, ambas possuindo funções similares. 
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Tabela 8. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese dos lipopeptídeos plipastatina e 

fengicina no genoma das cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 Lipopeptídeos 

Cepas Plipastatina Fengicina 

 ppsA ppsB ppsC ppsD fenA 

S2536 + (98%) + (98%) + (98%) + (98%) - 

S2777 - - - - - 

S2784 + (98%) + (98%) + (98%) + (97%) - 

S2785 + (98%) + (98%) + (97%) + (98%) - 

S2787 + (98%) + (98%) + (98%) + (97%) - 

S2788 + (98%) + (98%) + (98%) + (97%) - 

S2791 + (97%) + (98%) + (98%) + (98%) - 

S2794 - - - - - 

S2795 - - - - - 

S2796 - - - - - 

S2893 - - - - - 

S2896 - - - - + (83%) 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não 

detectado. 

 

1.4.2.5. Bacilisina 

 

 Todo o operon bacABCDE e o gene bacG (ywfH) responsável pela biossíntese e 

liberação da bacilisina foi detectado nas espécies de B. amyloliquefaciens com identidade de 

sequência de 93-98%. Entretanto, nas espécies de B. subtilis foi somente encontrado os genes 

bacD e bacE, cuja identidade de sequência foi de apenas 82-84% (Tabela 9). 

A bacilisina é um antibiótico dipeptídico constituído por um resíduo L-alanina no 

terminal N e um aminoácido não proteinogênico, L-anticapsina, no terminal C (WALKER; 

ABRAHAM, 1970). Apesar de sua estrutura simples, esse composto possui uma atividade 

antimicrobiana extremamente ativa contra uma ampla gama de bactérias e alguns fungos 

(KENIG et al., 1976), sendo a porção anticapsina da bacilisina responsável pela base de sua 

atividade antibiótica. Além disso, o modo de ação da bacilisina se deve principalmente pelo 

bloqueio da formação de glucosamina (GlcNAc), o que leva a interdição da biossíntese da 
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parede celular, e subsequente morte celular do microrganismo (MILEWSKI et al., 1986; 

BALDWIN et al., 1995; PARKER; WALSH, 2013).  

Um operon policistrônico, ywfBCDEFG, e um gene monocistrônico, ywfH são 

responsáveis pela biossíntese da bacilisina (INAOKA et al., 2003). Descobriu-se que os genes 

ywfBCDEF carregam as funções centrais da biossíntese da bacilisina, e consequentemente a 

isso, esses genes foram renomeados como bacABCDE (STEINBORN et al., 2005). Ademais, 

os produtos codificadores de genes bacABC são críticos para a biossíntese da anticapsina, e os 

genes bacDE codificam as funções de ligação de aminoácidos e a autoimunidade de bacilisina 

(INAOKA et al., 2003; STEINBORN et al., 2005; TABATA et al., 2005). O gene bacE também 

possui a função de bombear bacilisina para fora da célula (STEINBORN et al., 2005). O gene 

ywfH é divergentemente localizado e transcrito na fita de DNA oposta de bacABCDE, porém, 

tempos mais tarde, os genes ywfG e ywfH foram renomeados como bacF e bacG, 

respectivamente (PARKER; WALSH, 2012). 

 

Tabela 9. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese do antimicrobiano bacilisina no 

genoma das cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 Antimicrobiano 

Cepas Bacilisina 

 bacA bacB bacC bacD bacE Ywfh (bacG) 

S2536 + (96%) + (95%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2777 - - - - - - 

S2784 + (96%) + (96%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2785 + (96%) + (96%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2787 + (96%) + (96%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2788 + (96%) + (96%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2791 + (96%) + (96%) + (93%) + (95%) + (95%) + (98%) 

S2794   - + (82%) + (84%) - 

S2795   - -  - 

S2796   - + (82%) + (84%) - 

S2893   - -  - 

S2896   - + (82%) + (84%) - 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não 

detectado. 
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1.4.2.6. Sideróforos 

 

 Nas estirpes de B. subtilis foi também detectado o gene YxeB, com 99% de identidade 

de sequência. O YxeB é responsável por codificar uma proteína de ligação ao substrato 

ferrioxamina que auxilia o transporte e utilização de um sideróforo hidroxamato à base de 

citrato fotorreativo pela bactéria (OLLINGER et al., 2006). De acordo com KAN et al. (2018), 

os sideróforos podem ser divididos em três classes principais: catecolato (também denominado 

como feno-catecolato ou sideróforo derivado de salicila), hidroxamato e carboxilato. O 

sideróforo hidroxamato possui a capacidade de formar complexos estáveis com metais pesados, 

como Cd (cádimo), Cu (cobre), Pb (chumbo), Zn (zinco) (RASHMI et al., 2013; GAONKAR; 

BHOSLE, 2013), o que aumenta a disponibilidade de Fe-sideróforo para as plantas, e 

consequentemente auxilia no desenvolvimento e no crescimento do vegetal (JING; YANG, 

2007; GROBELAK et al., 2017). 

Além disso, foi encontrado nessas mesmas cepas, o gene SMO responsável por 

sintetizar o salicilato monooxigenase, que converte ácido salicílico em catecol, porém a 

identidade de sequência do gene foi de 82% (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Detecção de genes responsáveis pela biossíntese de sideróforos no genoma das 

cepas pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato. 

 

 

 Sideróforos 

Cepas Ácido Salicílico Desferrioxamina e Ferricromo 

 SMO YxeB 

S2536 - - 

S2777 - - 

S2784 - - 

S2785 - - 

S2787 - - 

S2788 - - 

S2791 - - 

S2794 + (82%) + (99%) 
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Continuação... 

 

* + (n%) = Gene detectado no genoma da estirpe e identidade de sequência de DNA %. (-) = Gene não 

detectado. 

 

1.4.2.7.Genes de resistência a antimicrobianos 

 

Para as espécies pertencentes ao grupo B. subtilis s.l foram detectados os genes de 

resistência a cefazolina (ampC), a clortetraciclina (tetD) e a lincomicina (irmrA e irmrB).  

 

1.4.3. Priestia megaterium (Bacillus megaterium) e Priestia aryabhattai (Bacillus 

aryabhattai) 

 

As sequências de DNA das estirpes S1338 e S2538 foram comparadas com as 

sequências de 416 espécies presentes no banco de dados interno do Laboratório de 

Bioinformática – CENARGEN, e a análise genômica determinou que a cepa S1338 foi 97,95% 

similar ao genoma da cepa Priestia megaterium S188, anteriormente denominado como B. 

megaterium.  

A reclassificação de B. megaterium para o novo gênero Priestia foi proposto 

recentemente por GUPTA et al. (2020), em que os autores após realizarem análises 

filogenômicas e análises comparativas detectaram divergências genéticas em algumas espécies 

pertencentes ao gênero Bacillus. Essas diferenças estão associadas a indels de assinaturas 

conservados (CSIs) ou seja, sequências de DNA codificadoras de proteínas conservadas, que 

são usadas como marcadores para determinar os graus de parentesco entre diferentes espécies. 

Esses marcadores são características exclusivas e comumente compartilhadas entre espécies de 

mesmo clado filogenético (grupo). Assim, espécies pertencentes ao gênero Priestia, como P. 

megaterium, diferiram das outras espécies de Bacillus por possuírem e compartilharem duas 

Cepas Ácido Salicílico Desferrioxamina e Ferricromo 

 SMO YxeB 

S2795 - - 

S2796 + (82%) + (99%) 

S2893 - - 

S2896 + (82%) + (99%) 
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inserções e deleções (indels) de assinaturas conservadas (CSIs) nas proteínas oligoribonuclease 

NrnB ou cAMP/cGMP fosfodiesterase e proteínas da superfamília DHH (GUPTA et al., 2020). 

A identidade média de nucleotídeos (ANI) da cepa S2538 foi 98,93% similar ao genoma 

da estirpe P. aryabhattai K13, anteriormente denominado como B. aryabhattai. Entretanto, na 

literatura alguns autores ressaltam que P. aryabhattai é semelhante a P. megaterium, como os 

autores RAO et al. (2019) que após realizarem testes morfológicos, bioquímicos e moleculares, 

baseado na sequência 16 rRNA, reclassificaram a espécie P. aryabhattai como sendo um 

sinônimo heterotípico posterior de P. megaterium. Porém, de acordo com literatura, a 

identificação de espécies com base em sequências do operon de RNA ribossômico, 

especificamente os genes 16S rRNA, não garantem a distinção coesa de uma espécie da outra, 

uma vez que suas sequências não apresentam diferenças significativas (CHO et al., 2018), 

assim, nesse estudo a estirpe S2538 será tratada como sendo Priestia aryabhattai (B. 

aryabhattai), devido algumas diferenças observadas e abordadas nos próximos capítulos e 

devido a análise do genoma central. 

No esboço do genoma das estirpes S1338 e S2538, os números estimados de bases foram 

de 6.169.737 pb e 5.252.248 pb, respectivamente. Esses contigs foram organizados em scaffolds 

com tamanho de 24 pb para S2538 e de 82 pb para S1338. As sequências dos genomas renderam 

também um comprimento de N50 e conteúdo %GC de 347.658 pb e 37.25% para S1338, e 

4.096.862 pb e 37.93% para S2538. Um total de 6.335 e 5.393 CDS foram encontrados nas 

estirpes S1338 e S2538, respectivamente. Nessa mesma ordem, os números de mRNA, tRNAs, 

rRNAs e ncRNA encontrados por prokka foram 6.517 e 5.393; 54 e 53; 5 e 4; 122 e 105 (Tabela 

11). 

Além disso, durante a mineração do genoma das estirpes S1338 e S2538 não foram 

detectados genes responsáveis pela biossíntese de sideróforos, lipopeptídeos, antimicrobianos, 

toxinas e virulência. 
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Tabela 11. Características gerais do genoma total dos isolados S1338 e S2538. Bases = número 

de nucleotídeos, CDS = número de sequências de codificação, tRNA = número de genes de 

tRNA, rRNA = número de genes de rRNA, ncRNA = número de genes de RNA não 

codificantes, mRNA = número de genes de RNA mensageiros, Teor de GC% = porcentagem 

de teor de guanina-citosina, N50 = comprimento do contig mais curto para o qual os contigs 

mais longos e iguais cobrem pelo menos 50% do conjunto, CRISPRs = repetições 

palindrômicas curtas agrupadas regularmente interespaçadas 

Cepas Bases Scaffolds N50 mRNA CDS tRNA rRNA ncRNA %GC CRISPRs 

S1338 6.169.737 82 347.65 6.51 6.335 54 5 122 37.25 0 

S2538 5.252.248 24 4.096.86 5.56 5.393 53 4 105 37.93 0 

 

1.4.4. Gêneros Lysinibacillus e Brevibacillus 

 

A análise genômica das sequências de DNA da estirpe S2894 e S1438, por meio da 

bioinformática, determinou que essas duas cepas são pertencentes aos gêneros Lysinibacillus e 

Brevibacillus. O isolado S2894 foi 96,76% idêntica ao genoma da estirpe Lysinibacillus capsici 

anQ-h6. Enquanto, a cepa S1438 foi 99,89% correspondente a Brevibacillus laterosporus 

BGSP9.  

No esboço do genoma das estirpes S2894 e S1438, os números estimados de bases foram 

de 4.500.419 pb e 5.241.246 pb, respectivamente. Esses contigs foram organizados em scaffolds 

com tamanho de 29 pb para S2894 e de 587 pb para S1438.  

As sequências dos genomas renderam também um comprimento de N50 e conteúdo 

%GC de 357.424 pb e 37,45% para S2894, e 14.537 pb e 40,11% para S1438. Um total de 

4.363 e 4.708 CDS foram encontrados nas estirpes S2894 e S1438, respectivamente. Nessa 

mesma ordem, os números de mRNA, tRNAs, rRNAs e ncRNA encontrados por prokka foram 

4.504 e 4.850; 47 e 69; 6 e 3; 87 e 69 (Tabela 12). 

Além disso, na exploração do genoma das estirpes S2894 e S1438, pela bioinformática, 

não foram detectados genes responsáveis pela biossíntese de sideróforos, lipopeptídeos, 

antimicrobianos, toxinas e virulência. 
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Tabela 12. Características gerais do genoma total dos isolados S2894 e S1438. Bases = número 

de nucleotídeos, CDS = número de sequências de codificação, tRNA = número de genes de 

tRNA, rRNA = número de genes de rRNA, ncRNA = número de genes de RNA não 

codificantes, mRNA = número de genes de RNA mensageiros, Teor de GC% = porcentagem 

de teor de guanina-citosina, N50 = comprimento do contig mais curto para o qual os contigs 

mais longos e iguais cobrem pelo menos 50% do conjunto, CRISPRs = repetições 

palindrômicas curtas agrupadas regularmente interespaçadas. 

Cepas Bases Scaffolds N50 mRNA CDS tRNA rRNA ncRNA %GC CRISPRs 

S2894 4.500.419 29 357.42 4.50 4.363 47 6 87 37.35 0 

S1438 5.241.246 587 14.53 4.85 4.708 69 3 69 40.11 0 

 

1.5. CONCLUSÕES 

 

 O sequenciamento genético permitiu identificar uma diversidade de espécies do gênero 

Bacillus, e algumas espécies pertencentes aos gêneros Brevibacillus, Lysinibacillus e Priestia.  

 Também, com a análise genômica comparativa foi possível explorar o genoma dessas 

estirpes e detectar diversos complexos gênicos responsáveis por sintetizar diferentes 

metabólitos secundários com grandes atividades antimicrobianas, quelantes de Fe3+ 

(sideróforos), biossufactantes e toxinas. Além disso, também foi observada a presença de genes 

codificadores de virulência, como as enterotoxinas e genes responsáveis pela resistência a 

compostos antimicrobianos.  
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CAPÍTULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE PRIMERS PARA IDENTIFICAÇÃO DE 

ESPÉCIES PERTENCENTES AOS GÊNEROS Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e 

Brevibacillus POR PCR EM TEMPO REAL 

 

 

RESUMO 

 

A caracterização molecular por PCR em tempo real é capaz de monitorar a reação enquanto ela 

progride, sendo os dados coletados ao longo da PCR. Essa praticidade garante uma 

identificação rápida e precisa de espécies microbianas, que serão utilizadas no desenvolvimento 

de novos produtos biológicos, como bioinseticidas e biofertilizantes. Assim, o objetivo desse 

estudo foi desenvolver primers específicos para qPCR e identificar espécies pertencentes aos 

gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. Desse modo, com base em sequências 

candidatas de genes específicos de 416 espécies de Bacillus e gêneros correlacionados, pelo 

sequenciamento das 21 estirpes do Capítulo 1, e por sequencias de DNA de espécies inseridas 

no National Center for Biotechnology Inofrmation (NCBI), selecionou-se 29 espécies 

bacterianas para o desenvolvimento de primers destinados a PCR em tempo real. Após o 

desenho e sintetização dos primers foram realizados ensaios de especificidade (funcionalidade), 

otimização, curva padrão relativa e eficiência dos mesmos, a fim de determinar as melhores 

condições de amplificação por qPCR. Posteriormente, foram selecionadas ao acaso 600 estirpes 

da Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – 

CENARGEN, como parte da validação do método de identificação. Assim, com os resultados 

obtidos dos ensaios de especificidade verificou-se que 20 primers mostraram-se adequados e 

satisfatórios, sem formação de dímeros, sem amplificação cruzada com espécies 

filogeneticamente correlacionadas, e com amplificação correspondente com estirpes candidatas 

definidas como controles positivos. Além disso, no processo de validação dos primers foram 

identificadas 458 estirpes, sendo 80% das espécies identificadas pertencentes ao grupo B. 

cereus sensu lato. Também foram calculados os índices de diversidade de espécies Simpson e 

Shannon-Wiener (Weaver), aos quais acusaram baixa diversidade de espécies dentro do 

conjunto de amostras identificadas. Conclui-se que o desenvolvimento de primers específicos 

para qPCR garante uma identificação rápida e precisa de espécies pertencentes aos gêneros 

Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus tornando-se um excelente método de 

caracterização bacteriana para coleções de bactérias, bem como para seleção de estirpes com 

interesse biotecnológico.  

 

Palavras-chaves: Caracterização Molecular; qPCR; Bactérias; Coleção. 
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ABSTRACT 

 

Molecular characterization by real-time PCR can monitor the reaction as it progresses, with 

data collected throughout the PCR. This practicality guarantees a quick and accurate 

identification of microbial species, which will be used in the development of new biological 

products, such as bioinsecticides and biofertilizers. Thus, the aim of this study was to develop 

specific primers for qPCR and identify species belonging to the genera Bacillus, Lysinibacillus, 

Priestia and Brevibacillus. Thus, based on candidate sequences of specific genes from 416 

Bacillus species and correlated genera, by sequencing the 21 strains from Chapter 1, and by 

DNA sequences from species included in the National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), we selected 29 bacterial species for the development of primers for real-time PCR. 

After the design and synthesis of the primers, specificity (functionality), optimization, relative 

standard curve and efficiency assays were performed, in order to determine the best 

amplification conditions by qPCR. Subsequently, 600 strains were selected from the 

Invertebrate Bacteria Collection of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology – 

CENARGEN, as part of the validation of the identification method. Thus, with the results 

obtained from the specificity assays, it was verified that 20 primers were adequate and 

satisfactory, without dimer formation, without cross amplification with phylogenetically 

correlated species, and with corresponding amplification with candidate strains defined as 

positive controls. Furthermore, in the primers validation process, 458 strains were identified, 

with 80% of the identified species belonging to the B. cereus sensu lato group. Simpson and 

Shannon-Wiener (Weaver) species diversity indices were also calculated, which showed low 

species diversity within the set of identified samples. It is concluded that the development of 

specific primers for qPCR guarantees a fast and accurate identification of species belonging to 

the genera Bacillus, Lysinibacillus, Priestia and Brevibacillus, making it an excellent method 

of bacterial characterization for bacterial collections, as well as for the selection of strains with 

biotechnological interest. 

 

Keywords: Molecular Characterization; qPCR; Bacteria; Collection. 

 

 

 

 

 

 

 

2.1. INTRODUÇÃO 

 

  

Em laboratórios de microbiologia, a detecção, quantificação e identificação de bactérias, 

incluindo as do gênero Bacillus e gêneros correlacionados são realizados por meio de várias 

abordagens, como ensaios fenotípicos, bioquímicos, imunológicos e métodos moleculares 

(CLIFFORD et al., 2012; CHO et al., 2018). No entanto, ao distinguir espécies intimamente 

relacionadas, essas técnicas possuem baixa resolução e muitas vezes resultam em erros de 

classificação e identificação de cepas (CHO et al., 2009; SANGAL et al., 2016). Algumas 

espécies de Bacillus, por exemplo, possuem alta similaridade fenotípica e genética, o que pode 
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representar problemas na identificação, quando usados métodos convencionais de detecção 

(KĘDRAK-JABŁOŃSK et al., 2018). 

Por muitos anos, os genes 16S rRNA têm sido usados para descrever a composição da 

microbiota de vários habitats. Para o gênero Bacillus, análises moleculares baseadas no 

sequenciamento do gene 16S rRNA têm sido utilizados como principal ferramenta para 

atribuição taxonômica das espécies pertencentes a esse gênero (HUANG et al., 2012). Contudo, 

a identificação de espécies com base em sequências do operon de RNA ribossômico, 

especificamente os genes 16S rRNA, não garantem a distinção coesa de uma espécie da outra, 

uma vez que suas sequências não apresentam diferenças significativas (CHO et al., 2018). 

Porém, o aumento no número de genomas sequenciados, devido aos avanços da 

tecnologia de sequenciamento de última geração, permitiu que novos genes fossem 

identificados. Além disso, cada vez mais, os genes, que não são universais, ou são menos 

conservados dentro e entre as espécies, estão sendo usados para melhorar a resolução e 

identificação de bactérias. Desse modo, essa conquista, acompanhada da disponibilidade de 

várias ferramentas de bioinformática, levou ao advento de novas técnicas de identificação de 

maior fidelidade, mais rápidas e mais econômicas, como, por exemplo, a PCR em tempo real 

(JANDA; ABBOTT, 2007; FERNÁNDEZ – NO et al., 2011; WEI et al., 2018) 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi um dos primeiros ensaios baseados em 

DNA, usados para identificar microrganismos (OLIWA-STASIAK et al., 2011). Em 

comparação aos outros métodos de detecção, a PCR é considerada uma ferramenta mais rápida, 

mais sensível e mais específica. Diferentemente da PCR convencional, a PCR em tempo real 

(qPCR ou PCR quantitativa) permite realizar a análise das amostras em tempo real, ciclo após 

ciclo, descartando a análise pós ensaio. Também a qPCR é realizada em um sistema de tubo 

fechado, não sendo necessário a manipulação do produto, assim como na PCR convencional, 

após o fim da qPCR, evitando assim contaminações (HEID et al., 1996). 

Essa técnica molecular também permite que o usuário quantifique o alvo, de forma mais 

precoce e precisa. Além disso, a qPCR possibilita também quantificar populações microbianas 

por meio da medição do número de genes (POSTOLLEC et al., 2011). Com a PCR em tempo 

real, a quantidade de DNA é mensurada a cada ciclo, via misturas químicas fluorescentes, seja 

SYBR Green ou sondas marcadas com sequência específica TaqMan, que aumentam a 

fluorescência a cada ciclo de reação, teoricamente duplicando a quantidade inicial do alvo, de 

forma proporcional a quantidade de amplicons gerados (MACKAY, 2004). 
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Desse modo, vários estudos abordam o uso da qPCR na detecção, quantificação e 

identificação de espécies bacterianas do gênero Bacillus e gêneros correlacionados. A título de 

exemplo, Oliwa-Stasiak et al. (2011) desenvolveram ensaios de PCR em tempo real para 

detecção e quantificação de espécies do grupo B. cereus, e diferenciação de B. 

weihenstephanensis e B. pseudomiycoides. Wei et al. (2018) estabeleceram um método de 

diferenciação entre espécies do grupo B. cereus a partir de primers específicos de qPCR. 

Nakano (2020) desenvolveu uma técnica de identificação e quantificação rápida e específica 

para os gêneros Bacillus e Paenibacillus usando PCR quantitativa simples (qPCR) e PCR 

quantitativa multiplex (mqPCR). Fernández – No et al. (2011) desenvolveram ensaios de PCR 

em tempo real para detecção e quantificação de B. cereus, B. subtilis e B. licheniformis. Por 

fim, Fratura et al. (2022) desenvolveram um método de PCR em tempo real com sequências 

específicas para táxons visando o grupo Bacillus subtilis. 

 Ademais, a qPCR pode ser utilizada para inúmeros fins, principalmente na detecção, 

identificação e discriminação de espécies destinadas a produção e formulação de novos 

produtos biológicos, essencialmente aqueles que atuam como agentes de biocontrole e 

biofertilizantes na agricultura. 

 

2.2. OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver primers específicos para qPCR e identificar (detectar) espécies 

pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. 

 

2.3.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Elaborar um protocolo de identificação bacteriana rápido e preciso por qPCR utilizando-se 

o sistema SYBR Green; 

 

• Desenvolver primers com base em sequências candidatas de genes específicos para 

identificação (detecção) de espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, 

Priestia, Brevibacillus, Paenibacillus por qPCR; 

 

• Validar o método de identificação por qPCR com estirpes pertencentes à Coleção de 

Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; 
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2.4. MATERIAL E METÓDOS 

 

 

2.4.1. Espécies de Referência 

 

Com base em sequências de DNA dos genomas das 21 estirpes sequenciadas, e 

sequências candidatas de genes específicos de 416 espécies de Bacillus e gêneros 

correlacionados, pertencentes ao banco de dados interno do Laboratório de Bioinformática – 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bem como por sequencias de DNA de espécies 

inseridas no National Center for Biotechnology Inofrmation (NCBI), selecionou-se 29 espécies 

bacterianas relacionadas aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia, Brevibacillus e 

Paenibacillus para o desenvolvimento de primers destinados a Real Time-PCR. 

Assim, as espécies selecionadas para o desenho dos primers foram: Bacillus 

thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus luti, Bacillus tropicus, Bacillus toyonensis, Bacillus 

paranthracis, Bacillus pacificus, Bacillus albus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, 

Bacillus weihenstephanensis, Bacillus megaterium (Priestia megaterium), Bacillus aryabhattai 

(Priestia aryabhattai), Bacillus atrophaeus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, 

Bacillus pumilus, Bacillus methylotrophicus, Bacillus siamensis, Bacillus nakamurai, Bacillus 

safensis, Bacillus velezensis, Bacillus licheniformis, Bacillus paralicheniformis, Bacillus 

spizizenii, Lysinibacillus sphaericus, Lysinibacillus fusiformis, Brevibacillus laterosporus, 

Paenibacillus alvei. 

 

2.4.2. Desenho dos primers 

 

 Os genes foram selecionados conforme descritos no Genbank, sendo escolhidas 

sequências de DNA específicas para cada espécie de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., 

Brevibacillus spp. e Paenibacillus spp. As sequências dos genes de interesse foram pesquisadas 

no banco de dados do NCBI. As sequências foram alinhadas por meio do software Geneious 

(KEARSE et al., 2012), e após o alinhamento, foram escolhidas regiões mais conservadas para 

a síntese de sequências consenso de DNA para os genes.  

Assim, para a construção dos primers utilizou-se o programa Primer Quest Tool 

(https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index), sob os seguintes parâmetros de 

confecção: comprimento de sequência até 150pb, temperatura de anelamento variando entre 
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60ºC e 62ºC, possibilidade de os produtos de amplificação serem usados com corante 

intercalante de DNA.  

 Posteriormente, as sequencias dos primers foram alinhadas pelo programa Primer Stats 

(WISHART et al., 2000) a fim de evitar, por exemplo, o desenho de oligonucleotídeos 

defeituosos, que sofressem efeito de grampo ou com temperaturas de anelamento muito altas. 

Os primers foram também comparados a outras sequências de DNA por meio da ferramenta 

Nucleotide Blast (NCBI, 2022), com a intenção de confirmar suas especificidades e as 

sequências consenso utilizadas. Após esses procedimentos, os primers foram sintetizados pela 

Integrated DNA Technologies® na concentração de 100 µM. 

 

2.4.3. Ensaios de especificidade, otimização, curva padrão e eficiência dos primers 

 

Para determinar as melhores condições de amplificação por qPCR foi realizado ensaios 

de especificidade (funcionalidade), otimização, curva padrão relativa e eficiência dos primers. 

Para todos esses ensaios foi utilizado o equipamento Step OnePlusTm System da Applied 

Biosystems (PLUS; MANUAL, 2006), programado para o modo fast de acordo com o manual 

do kit GoTaq qPCR Master Mix da Promega Corporation. 

A definição da condição de ciclagem foi de 1 ciclo inicial a 95 ºC por 2 minutos, 

seguidos de 40 ciclos de 95 ºC por 3 segundos e 60±2 ºC por 30 segundos, dependendo do 

primer utilizado, e ao final uma rampa de temperatura começando em 60 ºC, em modo step and 

hold, até 95 ºC.  Ao final de cada ensaio foi realizado um gradiente de temperatura, ou curva 

de melting, a fim de identificar se houve alguma contaminação do ensaio ou amplificação 

inespecífica dos primers. A faixa de temperatura foi programada de 60 °C a 95 °C, em método 

de step and hold.  Esses ensaios de qPCR foram preparados utilizando o kit GoTaq qPCR 

Master Mix, com o corante intercalante SYBR Green®, de acordo com o manual da fabricante. 

 Assim, após a sintetização dos primers, os mesmos foram diluídos conforme manual do 

fabricante e submetidos a ensaios de especificidade. Esse ensaio detecta a sequência alvo 

apropriada em vez de outros alvos não específicos também presentes em uma amostra (BUSTIN 

et al., 2009). Também possui a finalidade de determinar os controles positivos para cada primer, 

bem como verificar se os mesmos estão funcionando, ou seja, amplificando. Sendo assim, o 

ensaio consistiu na realização de testes de amplificação com DNA genômico de estirpes 

candidatas, de preferência cepas que foram identificadas por sequenciamento NGS. Além disso, 

nesses mesmos ensaios foi também determinado a melhor temperatura de trabalho, ou seja, de 

anelamento mais apropriada para cada produto gerado. E por fim, por meio desses testes 
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também foi verificado a ocorrência de amplificações cruzadas (dupla amplificação) entre as 

espécies filogeneticamente correlacionadas, como por exemplo, as espécies pertencentes ao 

grupo B. cereus sensu lato e a formação de dímeros nos primers. 

Para título de conhecimento, dímeros consistem em duas moléculas do iniciador 

(primer) que se ligaram (hibridizaram) uma à outra por causa de cadeias 

de bases complementares nos iniciadores. Como resultado, a DNA polimerase amplifica o 

dímero, levando à competição por reagentes de PCR, potencialmente inibindo a amplificação 

da sequência de DNA direcionada para a amplificação (CHOU et al., 1992; PAPEL, 2008). É 

possível detectar a formação de dímeros na curva de melting, uma vez que a presença de duplos 

picos na curva, pode indicar a ocorrência de dímeros e contaminações (Apêndice I).  

Logo após os ensaios de especificidade, os primers foram submetidos a ensaios de 

otimização, por titulação. Esse ensaio possuiu o intuito de determinar a concentração mínima e 

ideal de uso dos pares de primers capaz de gerar a máxima eficiência de amplificação na reação. 

Desse modo, para a titulação foram feitas alíquotas dos primers diluídos em 10 µM, e 

posteriormente foram construídas seis reações em duplicata, variando a concentração final de 

cada primers, tanto direto quanto o reverso. Em seguida, a concentração padrão definida foi de 

0.6 µM, que correspondente a 0,3 µL.  

Após o ensaio de otimização foi realizada a curva padrão relativa de qPCR para cada 

par de primer, esse ensaio teve como objetivo estabelecer a quantidade inicial de DNA a ser 

utilizado para cada marcador e avaliar a eficiência da reação. Ademais, com a curva padrão são 

adquiridas informações importantes sobre o desempenho da reação, bem como vários 

parâmetros de reação, como slope (inclinação), y-intercept (interceptação y) e o coeficiente de 

correlação (R2). Desse modo, a curva padrão foi construída inicialmente por uma concentração 

de DNA de 10 ng/µL, sendo posteriormente feitas diluições seriadas na proporção de 1:5, com 

no mínimo cinco pontos na curva, com concentrações variando de 10 ng/µL a 0,0016 ng/µL de 

DNA. Além disso, cada diluição foi realizada em triplicata.  

 Após os ensaios para composição da curva padrão, a eficiência de cada reação foi 

calculada. Esse cálculo consistiu em uma regressão linear do valor das diferenças do ciclo de 

quantificação (Cq) obtido em cada um dos pontos da curva padrão. Como a regressão influência 

a inclinação (slope) da curva padrão, a seguinte equação foi definida por Bustin et al. (2009), 

para o cálculo da eficiência dos ensaios: 𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 − 10
(−

1

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
)

− 1 

Os dados obtidos em cada ponto foram então analisados para gerar a curva padrão de 

cada controle positivo, além de verificar a eficiência do ensaio, definir o threshold (limiar) e 
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analisar a confiabilidade dos resultados. Além disso, as curvas de amplificação foram 

analisadas, com o intuito de verificar erros que o programa possa ter cometido, por exemplo, 

como a definição errada dos valores da linha de base, que podem gerar curvas de amplificação 

errôneas. Também foram avaliados a linha de base e os gráficos de Multicomponent Plot, com 

o objetivo de verificar se houve evaporação da reação durante o ensaio, presença de bolhas nos 

poços, e se o aparelho estava apresentando algum problema na detecção da fluorescência.  

 

2.4.4. Seleção de estirpes para validação dos primers 

 

 Após definidos todos os parâmetros de uso dos primers, bem como determinados os 

controles positivos a serem usados, realizou-se a validação do método de identificação por 

qPCR. Desse modo, para a validação dos primers foram selecionadas ao acaso, 600 estirpes da 

Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – 

CENARGEN.  

 

2.4.5. Extração do DNA genômico 

 

As estirpes selecionadas foram então cultivadas em meio EMBRAPA-ágar por 16 h a 

30 °C (MONNERAT et al., 2007). Passado o período de incubação, as colônias bacterianas 

foram coletadas, com auxílio de alça bacteriológica descartável estéril de 10 μL, e transferidas 

para um microtubo de polipropileno, onde a biomassa bacteriana foi ressuspensa em uma 

solução contendo 200 μL de TE 1X (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA•Na2) e 4 μL de lisozima 

(25 mg/ml). Em seguida, as amostras foram inoculadas em agitador orbital por 3 horas, em 

temperatura ambiente. 

Para a extração de DNA adotou-se o seguinte protocolo: após a incubação das amostras, 

em agitador orbital, adicionou-se 20 μL de proteinase K (20 mg/mL) e 300 μL de tampão de 

lise, sendo composto por 20 mL de Tris-HCl 0,5 M pH 8; 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8; 38 mL 

de NaCl 5 M; 500 μL de Triton X-100 e 2 mL de SDS 10%. Posteriormente, as amostras foram 

incubadas em banho-maria a 60 ºC, por 10 minutos. Após o resfriamento das soluções 

bacterianas, realizou-se o processo de precipitação do DNA, em que consistiu na adição de 500 

μL álcool etílico 100% gelado. O DNA extraído foi centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm, e 

posteriormente purificado por duas lavagens com 500 μL de álcool etílico 70%, sendo 

novamente centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. O DNA foi diluído com TE 0,1X (1 mM 

Tris-HCl e 0,1 mM EDTA•Na2). 
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O DNA obtido foi quantificado pelo aparelho Quantus™ Fluorometer, usando o kit 

QuantiFluor® ONE dsDNA System (PROMEGA CORPORATION, 2015), de acordo com o 

manual do fabricante. Somente foram aceitos DNAs com valor acima de 10 ng/µL. Depois de 

quantificado, foi verificado o grau de pureza de cada DNA com espectrofotômetro Picodrop, 

por meio das análises das razões A260/280 e A260/230. A primeira é uma avaliação primária 

de pureza, onde o intervalo desejado para estirpes de DNA é 1.8-2.0, com razões menores que 

1.7, indicando contaminação de proteínas e/ou fenol; a segunda é uma avaliação secundária de 

pureza, com intervalo desejado entre 1.8-2.2, com razões menores que 1.7, indicando 

contaminação com sal e/ou anéis de guanidina (BUSTIN et al., 2009).  

 

2.4.6. Ensaios de identificação (detecção) por qPCR 

 

Inicialmente, para a concepção dos ensaios por qPCR, os DNAs genômicos das 600 

estirpes foram diluídos em uma concentração padrão de 10 ng/µL. Para a construção das reações 

de qPCR utilizou-se o kit GoTaq qPCR Master Mix, e as concentrações dos reagentes foram de 

acordo com o manual do fabricante. Assim, o volume final de cada sistema de reação foi de 20 

µL, distribuídos nos seguintes volumes e reagentes: dH2O 8,2 µL; Primer (F) – 0,3 µL; Primer 

(R)– 0,3 µL; Mix qPCR – 10 µL, CXR- 0,2 µL, DNA – 1 µL. 

Foi utilizado o equipamento Step OnePlusTm System da Applied Biosystems (PLUS; 

MANUAL, 2006), programado para o modo fast de acordo com o manual do kit GoTaq qPCR 

Master Mix, para todos os ensaios de identificação. O sistema de ciclagem foi definido em 1 

ciclo inicial a 95 ºC por 20 segundos, seguidos de 40 ciclos de 95 ºC por 3 segundos e, 60±2 ºC 

por 30 segundos, dependendo do primer utilizado. Posteriormente, foi programado uma rampa 

de temperatura, em modo step and hold, de 60±2 ºC a 95º C por 15 segundos. Ao final, para a 

construção do gradiente de temperatura ou curva de melting, uma faixa de temperatura foi 

programada para 60 ºC por 1 minuto, e posteriormente 95 ºC por 15 segundos. 

 

2.4.7. Análise Estatística 

 

A análise dos dados de identificação das 600 estirpes baseou-se na distribuição de 

frequência absoluta, além da estatística descritiva, sendo os dados apresentados por meio do 

emprego de Gráficos e Tabelas.  

Os índices de Simpson e Shannon-Wiener foram calculados pelo programa Past 4.0 

(HAMMER, 2001), com o intuito de determinar a diversidade de espécies presentes dentro das 
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amostras identificadas.  Assim, o índice de Simpson é considerado um índice de dominância e 

reflete a probabilidade de dois indivíduos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem à 

mesma espécie, quanto mais próximo de 1 (um), maior a probabilidade dos indivíduos serem 

da mesma espécie, e consequentemente menor é a diversidade presente dentro da comunidade 

(URAMOTO et al., 2005). 

O índice de Shannon-Wiener (Weaver), no entanto, é um índice de diversidade de 

espécies que considera igual o peso entre as espécies raras e abundantes, seus valores ficam 

entre 1.5 e 3.5, raramente acima de 5 (cinco), e quanto maior for o valor do índice, maior será 

a diversidade de espécies (URAMOTO et al., 2005).  

 

2.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.5.1. Ensaios de especificidade, curva padrão e eficiência dos primers 

 

Parte da implementação de um ensaio ideal de PCR em tempo real envolve a otimização 

da reação para garantir que todos os parâmetros sejam ajustados, a fim de se obter resultados 

mais precisos. A validação do ensaio acompanhada de quaisquer ajustes de reação necessários, 

deve ser realizada sempre que um novo gene estiver sendo estudado, ou quando os parâmetros 

do ensaio forem alterados. Isso pode envolver o ajuste das concentrações de primer, 

temperaturas e tempos de termociclagem.  

Dessa forma, os ensaios iniciais de qPCR foram realizados para verificar a 

especificidade dos primers projetados e, determinar um protocolo de identificação rápido e 

prático para espécies bacterianas do gênero Bacillus, Lysinibacillus, Brevibacillus, Priestia e 

Paenibacillus. Ademais, todas as informações sobre os pares de primers, como genes alvos, 

sequências 5’ – 3’, temperatura de anelamento, e amplificação estão descritas na Tabela 1. Além 

disso, é importante ressaltar que devido a variabilidade populacional existente dentro das 

espécies de B. thuringiensis, B. tropicus e B. toyonensis foram necessários o desenho e 

construção de mais um par de primer para identificação dessas espécies.  

Assim, inicialmente, pelos ensaios de especificidade foi possível verificar que 19 

primers obtiveram resultados satisfatórios, uma vez que os mesmos seguiram três parâmetros 

fundamentais de funcionalidade, ou seja, os primers corresponderam adequadamente com a 

estirpe candidata a controle positivo (houve amplificação sensível e específica), não 

apresentaram formação de dímeros (ligação de duas moléculas do iniciador – primer), e não 

apresentaram amplificação cruzada (amplificação ambígua) com espécies consideradas 

filogeneticamente correlacionadas. Desse modo, os primers que obtiveram esses resultados 
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foram destinados a identificação das espécies de B. thuringiensis (primers 1, 2 e 5), B. luti, B. 

tropicus (primer 3), Bacillus toyonensis (primers 1 e 2), B. mycoides, Priestia megaterium (B. 

megaterium), P. aryabhattai (B. aryabhattai), B. atrophaeus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, 

B. pumilus, B. licheniformis, B. safensis, B. spizizenii, Lysinibacillus sphaericus e Brevibacillus 

laterosporus. 

Além disso, três primers seguiram dois dos três princípios de funcionalidade, como 

amplificação correspondente com a estirpe candidata a controle positivo e não formação de 

dímeros. Entretanto, os mesmos apresentaram amplificação ambígua com espécies intimamente 

ligadas, por exemplo, com o primer de B. cereus houve a amplificação inequívoca de algumas 

estirpes de B. thuringiensis, e com os primers de B. velezensis e B. methylotrophicus houve a 

amplificação de determinadas estirpes de B. amyloliquefaciens. 

 Wei et al. (2018) abordam que o método de identificação utilizando biomarcadores para 

diferenciação e discriminação de espécies do grupo B. cereus é complexo e demorado, devido 

à proximidade genética entre espécies. Helgason et al. (2000) descrevem ainda que Bacillus 

cereus é uma espécie mais ancestral, com muitas linhagens pertencentes às variantes B. 

anthracis e B. thuringiensis codificando suas propriedades fenotípicas e características do DNA 

extracromossômico. Além disso, historicamente, a identificação de espécies do grupo B. cereus 

baseou-se em seu conteúdo plasmidial, ou seja, B. thuringiensis abriga vários plasmídeos que 

codificam uma grande variedade de toxinas inseticidas, como Cry e Cyt, que formam cristais 

parasporais característicos da espécie e, que são tóxicos a diversos tipos de pragas (LERECLUS 

et al., 1984; KRONSTAD; WHITELEY, 1984). B. cereus, no entanto, abriga o plasmídeo 

pCER270 que codifica os componentes enzimáticos necessários para biossíntese não 

ribossomal da toxina cereulide, que causa intoxicação em humanos (EHLING-SCHULZ et al., 

2006; RASKO et al., 2007). Entretanto, experimentos genéticos revelaram que as espécies 

pertencentes a esse grupo podem mover seus plasmídeos por conjugação e transdução 

(THORNE, 1993; TIMMERY et al., 2009) e essa transferência de plasmídeo pode alterar 

drasticamente seus fenótipos (HELGASON et al., 2000). Além disso, de acordo com Thorne 

(1993) a perda desses plasmídeos, mais especificamente de genes codificadores de toxinas 

inseticidas presentes em B. thuringiensis, pode acarretar na a proximidade fenotípica e genética 

entre as espécies de B. thuringiensis e B. cereus, tornando-as indistinguíveis. 

 Dessa forma, com o intuito de evitar identificações errôneas no processo de validação 

do método por qPCR, o primer destinado a identificação de espécies de B. thuringiensis foi 

utilizado primeiro e, posteriormente a essa primeira triagem o primer desenvolvido para B. 



 

102 

 

cereus. Também como medida auxiliar no processo identificação foram usadas descrições 

citomorfológicas, como a presença ou ausência de inclusões proteicas (cristais) nas estirpes, e 

triagem de genes cry por qPCR, em casos mais extremos. 

Houve também à amplificação cruzada entre os primers destinados a identificação das 

espécies Bacillus methylotrophicus e Bacillus velezensis com estirpes de B. amyloliquefaciens. 

No entanto, ressalta-se que a amplificação ambígua do primer de B. methylotrophicus não foi 

comum a todas as cepas B. amyloliquefaciens, porém para o primer de B. velezensis sim. Esse 

resultado é condizente com que foi observado no Capítulo 1, uma vez que essas espécies são 

consideradas por alguns autores como espécies semelhantes. Além disso, essa tese é elucidada 

por Fan et al. (2017) que relatam que estudos filogenéticos mostraram que as espécies de B. 

methylotrophicus, B. velezensis, B. oryzicola, B. vanillea e B. amyloliquefaciens subsp. 

plantarum apresentam genomas extremamente similares, e que B. amyloliquefaciens faz parte 

de um grupo operacional composto por ele e mais três espécies bacterianas filogeneticamente 

próximas, como o B. siamensis, B. velezensis e B. nakamurai. 

Ainda, B. methylotrophicus, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum e B. oryzicola 

fazem parte de um grupo coespecífico de B. velezensis e são consideradas como sinônimos 

heterotípicos dessa espécie (DUNLAP et al., 2016; NGALIMAT et al., 2021). Além disso, 

segundo Dunlap et al. (2016) a identificação e discriminação das espécies de B. velezensis e B. 

amyloliquefaciens por biomarcadores é complexa e muitas vezes falha, uma vez que pares de 

primers direcionados a genes de manutenção não foram capazes de distinguir B. velezensis de 

B. amyloliquefaciens e até mesmo B. subtilis devido às relações próximas entre essas espécies. 

 Ademais, os primers desenvolvidos para a identificação de espécies como Bacillus 

paranthracis, Bacillus tropicus (primers 1 e 2), B. toyonensis (primer 3), Bacillus albus, 

Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus pacificus, Bacillus siamensis, 

Bacillus nakamurai, Bacillus paralicheniformis, Lysinibacillus fusiformis e Paenibacillus alvei 

não apresentaram bons resultados, uma vez que os mesmos não atingiram os parâmetros 

estabelecidos nos ensaios de especificidade (funcionalidade) dos primers. Assim, alguns 

primers apresentaram inespecificidade no processo de identificação, ou seja, amplificaram para 

mais de uma espécie, seja ela intimamente relacionada ou não, não apresentaram amplificação 

com a estirpe candidata a controle positivo, houve a formação de dímeros, que não foram 

resolvidos por ajustes de temperatura ou concentração do primer, e/ou simplesmente não houve 

qualquer tipo de amplificação. Desse modo, esses primers não prosseguiram para as análises 

posteriores.  



 

103 

 

  

 



 

104 

 

Tabela 1. Sequências dos primers e suas respectivas características e genes alvos. As letras "F" e "R" representam os primers forward (direto) e 

reverse (reverso).  

Espécie Gene Alvo Sequências (5’ – 3’) 
Tamanho 

(pb) 
%GC Tm (ºC) Amplificação 

B. albus gyrA 
F – CCGTTGCTTGTTCCTACAATAAT 

R- ACGGTTTAATTGCAATCTCTCTTC 

23 

24 

39.1 

37.5 
61 Não 

B. amyloliquefaciens gyrA 

F – CCCGGAAGAAGAGTAAGACAA 

R - CTTCGAGAATCTCATGCCTAC 

22 

22 

45.5 

50.0 
60 Sim 

B. aryabhattai RsfA 

F – GCATCTGTAGAGCATGTGGAA 

R - CCTCACTGCTGCTTCTTTCT 

21 

20 

47.6 

50.0 
60 Sim 

B. atrophaeus gyrA 

F – GCTTACTGACCGATTGATGTTTG 

R - GCCGTTACTGTACCTGTCATT 

23 

21 

43.5 

47.6 
60 Sim 

B. cereus spo0M 

F – GTGCATACGACCGACTAGAAA 

R - AAGCGCCTCAGCGAATAA 

21 

18 

47.6 

54.6 
61 Sim** 

B. spizizenii gyrB 

F – CGTCCTGCGGTAGAAGTTATT 

R - GCAGTCCTCCAGACACTTTAT 

21 

21 

47.6 

47.6 
61 Sim 

B. licheniformis gyrA 
F – GCTTCCGGAATTGATGGAGA 

R - CTTTGGCTCGAAGCGTAATTG 

20 

21 

50.0 

47.6 
60 Sim 
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Continuação... 

Espécie Gene Alvo Sequências (5’ – 3’) 
Tamanho 

(pb) 
%GC Tm (ºC) Amplificação 

B. luti DUF4179 

F- CGCTATCATTAGATTGAAACACG 

R - TTGCGACAAATCAAGCAGAA 
23 

20 

39.1 

40.0 
61 Sim 

B. megaterium gryA 

F – AGATTATTCCAGGCCCAGATTT 

R - AGTTTCATAAGCTTTACGAATGCC 

22 

24 

40.9 

37.5 
60 Sim 

B. methylotrophicus XRE 

F – CCGATCCGGAGACATTAAAGAA 

R - GATCCAATTTAGATTTGGGTCTGTC 

22 

25 

45.5 

40.0 
60 Sim* 

B. mycoides groEL 

F – CAAGAGAAAGCTTCACATGCTTAT 

R - CGTGTTCACAGTTAATTGCCTT 
24 

22 

37.5 

40.9 
61 Sim 

B. nakamurai RecQ 

F – AAACGAAGATAAAGCGAGGTT 

R -GCAAACTTTCGTAGCCGAAATA 
21 

22 

38.1 

40.9 
60 Não 

B. pacificus VOC 

F – TCATCGTAGCGAGAGATACTTAC 

R - GGGTTGGCTCTGTATGAGTA 

23 

20 

43.5 

50.0 
62 Não 

B. paralicheniformis IF - 2 
F – GGCAGCTTGCCGAAGAG 

R - GTTGCCATAGTGCCGAGA 

17 

18 

64.7 

55.6 
60 Não 
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Continuação... 

Espécie Gene Alvo Sequências (5’ – 3’) 
Tamanho 

(pb) 
%GC Tm (ºC) Amplificação 

B. paranthracis pheS 

F – TGAAGCGATTCAAACTCGT 

R - TTAGCTAATTTCGCTTCGATTACTG 

19 

25 

42.1 

36.0 
62 Não 

B. pseudomycoides DNA topo I 

F – AGCAGCTATACGAAGGGATAGA 

R - GAGCTTCCTCTTGAGCAGTTT 

22 

21 

45.5 

47.6 
61 Não 

B. pumilus gryA 

F – GCTACTATCCGCTCATCTAATGATA 

R - CTTCTGATTGAGCTTCTGTAAAGTC 

25 

25 

40.0 

40.0 
60 Sim 

B. safensis gyrB 

F – TTGGGTCAACCAATGCAAA 

R - CTGTACAATAACCAGCTAATGCC 

19 

23 

42.1 

43.5 
60 Sim 

B. siamensis gryA 

F - CTG AAA GAA TGT CTG GAG CAC TA 

R - GCC TCC GCT TTA CGA AGT T 

23 

19 

43.5 

52.6 
60 Não 

B. subtilis gryA 

F – CGTAGGTATGGCAACAAACA 

R - GCCCTGGAATGACTTCCATAA G  

21 

22 

47.6 

50.0 
60 Sim 

B. thuringiensis (1) ncRNA 

F- TGTGTATGAAGCTAGGTGAAGTC 

R - TTTCAGCCATCCGACCTATC 

23 

20 

43.5 

50.0 
61 Sim 
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Continuação... 

Espécie Gene Alvo Sequências (5’ – 3’) 
Tamanho 

(pb) 
%GC Tm (ºC) Amplificação 

B. thuringiensis (2) ncRNA 

F – CCTACATGCATGATTTGTTAGTAGAC  

R - ATCCGACCTATCCTACACCATA 

26 

22 

38.5 

45.5 
61 Sim 

B. thuringiensis (5) ncRNA 

F – GGCCTCTTTGAAGGTAGTCTC 

R - GTTCGATAACGAGAACCAAATCG 

21 

23 

52.4 

43.5 
61 Sim 

B. toyonensis (1) RecQ 

F – TCACGTACTTGCGGAGTT 

R - TCGTATACTAGATTATCTCCCAGAA 

18 

25 

50.0 

36.0 
61 Sim 

B. toyonensis (2) ncRNA 
F – CCTTAATTTAGGAATTTCGGCTTTG 

R - GCAGTATATATGCCAGATTCCATTC 

25 

25 

36.0 

40.0 
61 Sim 

B. toyonensis (3) gryA 
F – ATTGCAAAGCAGGGCTTAATG 

R - CGTTGCAGACGCATGTCTA 

21 

19 

42.9 

52.6 
61 Não 

B. tropicus (1) 
PTS cello 

transporter 

F – AATAAGTCGTCTGGTTCGTATCC 

R - GCGAGAGATACAATTGTTCAAAGT 

23 

24 

43.5 

37.5 
61 Não  

B. tropicus (2) LytR 
F – GAACTGATTTCGGCGTTACAC 

R - TGCAAGTAGAAGGTACGGATAAA 

21 

23 

47.6 

39.1 
61 Não 
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Continuação... 

Espécie Gene Alvo Sequências (5’ – 3’) 
Tamanho 

(pb) 
%GC Tm (ºC) Amplificação 

B. tropicus (3) LytR 
F – ACCATTAAAGAGTCTGAACGC 

R - GGGTGAACCAGTGTCAATTT 

21 

20 

42.9 

45.0 
62 Sim 

B. velezensis XRE 
F – GCAGGAAGAAGTCGCAAATC 

R - CGTGTCGTAATCGGGTTCA 

20 

19 

50.0 

52.6 
60 Sim* 

B. 

weihenstephanensis 
Camelysin 

F – GGTCTAACGTACCAGCTTGAAA 

R - GGGAGTTGTCACTGCATCAATA 

22 

22 

45.5 

45.5 
61 Não 

Brev. laterosporus gryA 

F - CGGTTGGCACAAGATTTCAATA 

R - CGGGACTCAGTATAACGCATAG 

22 

22 

40.9 

50.0 
60 Sim 

Ly. fusiformis 
ABC 

Transporter 

F – CACTCGGTACACCTGAAACA 

R - TGACTCCCACAGTTGCATATT 

20 

21 

50.0 

42.9 
60 Não 

Ly. sphaericus gryA 

F - GAT TTC CCT ACT GGC GGA TT 

R - TTC CAC CTT CGC ACG AAT AA 

20 

20 

50.0 

45.0 
60 Sim 

Paenibacillus alvei DNA polIII d 
F – TTCGAAGTAATGCCGAGTAACA 

R - TTGGTCTAGGCAACTGGAATG 

22 

21 

40.9 

47.6 
60 Não 

*Amplificação cruzada com estirpes de B. amyloliquefaciens. 

** Amplificação cruzada com estirpes de B. thuringiensis.
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Posteriormente aos ensaios de especificidade, os primers selecionados prosseguiram 

para as construções e análises das curvas padrões de cada controle positivo. Ressalta-se que os 

testes para construção da curva de eficiência para o primer de B. velezensis não produziram 

bons resultados, dessa forma, esse primer foi retirado da análise. Assim, a eficiência da reação 

e os parâmetros de uso para cada primer foram calculados e foram apresentados na Tabela 2. 

Também, o threshold, caracterizado como o desvio padrão médio de Rn (reporter normalizado 

- intensidade de emissão de fluorescência do corante reporter dividida pela intensidade de 

emissão de fluorescência do corante da referência passiva) para os ciclos iniciais da PCR, 

multiplicado por um fator ajustável, foi definido, com o intuito de afirmar quais estirpes são 

positivas e quais são negativas. Não há uma regra para definição do threshold, porém deve ser 

definido após o baseline, na fase exponencial da reação (LIFE TECNOLOGIES, 2014). Os 

gráficos de amplificação, eficiência e curva de melting estão apresentados no Apêndice I.  

Para que uma reação seja considerada como boa, a eficiência calculada da reação deve 

estar dentro do recomendado por MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative 

Real-Time PCR Experiments), cujos valores ficam entre 95% e 105%, o que também 

corresponde a uma inclinação das retas (slope) de -3,58 a -3,10 (BUSTIN et al., 2009). Dessa 

forma, com os resultados obtidos foi possível constatar que todas as reações foram condizentes 

com os valores recomendados de eficiência e slope.  

Os valores de R2 (coeficiente de correlação) foram superiores aos valores estabelecidos 

de 0,98 (BUSTIN et al., 2009), o que indica que houve a determinação da linearidade da curva, 

bem como que os erros de pipetagem foram mínimos, e que existe uma correlação entre Cqs e 

variações na concentração de DNA. Valores de R2 abaixo de 0,95 podem indicar erros no ensaio 

(BUSTIN et al., 2009). 

No mais, entende-se que a eficiência real pode fornecer informações valiosas sobre a 

reação. Fatores experimentais como comprimento, estrutura secundária e conteúdo de GC do 

amplicon podem influenciar na eficiência. Além disso, outros fatores, como o uso de 

concentrações de reagentes não ideais e a qualidade da enzima, podem resultar em eficiências 

abaixo de 90%. E a presença de inibidores de PCR em um ou mais dos reagentes pode produzir 

eficiências superiores a 110% (LIFE TECNOLOGIES, 2014). 
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Tabela 2. Alvos, estirpes de referência e seus respectivos parâmetros após construção da curva 

padrão. 

Alvo Código R2 Eff% Y-intercept Slope Tm (ºC) 

B. amyloliquefaciens S2784 0.98 104.31 17,731 -3,223 82.74 

P. aryabhattai S2566 0.98 104.65 19,375 -3.215 79.88 

B. atrophaeus S2792 0.98 101.08 17.851 -3,296 79.01 

B. cereus S0953 0.98 106.71 23,716 -3,171 78.81 

B. licheniformis S2777 0.98 99.34 17.832 -3.338 82.88 

B. luti S1624 0.98 96.01 19.135 -3.421 76.93 

P. megaterium S1338 0.99 104.18 19.938 -3.226 81.55 

B. methylotrophicus S2787 0.99 95.51 21.214 -3,434 78.40 

B. mycoides S2786 0.99 105.68 17.244 -3.193 80.21 

B. pumilus S2795 0.99 100.52 21,704 -3,310 77.52 

B. safensis S1657 0.99 98.85 16.661 -3.350 79.76 

B. spizizenii S2893 0.98 104.83 15.348 -3.211 80.89 

B. subtilis S2796 0,98 102.59 16.272 -3.261 82.29 

B. thuringiensis (1) S1450 0.99 97.04 16.555 -3.395 80.34 

B. thuringiensis (2) S1450 0.98 95.62 16.945 -3.431 79.85 

B. thuringiensis (5) S0075 0.98 101.49 19.859 -3.287 80.00 

B. toyonensis (1) S1647 0.98 97.30 19,473 -3,393 75.47 

B. toyonensis (2) S1647 0.98 95.24 20,742 -3,403 75.44 

B. tropicus (3) S0043 0.98 105.40 19.176 -3.199 81.10 

Brev. laterosporus S1438 0.99 95.45 16.001 -3,436 83.78 

Ly. sphaericus S0002 0.99 105.20 17,091 -3,182 81.40 

Em que: Eff% = eficiência %. Tm (ºC) = temperatura na curva de melting. 

 

As análises comparativas entre as variações de CTs (ciclo limiar) em função das 

diluições de DNA, adquiridos dos ensaios das curvas de eficiência de cada primer estão 

apresentadas na Tabela 3. Assim, os resultados observados indicaram que houve uma variação 

média de CTs de 2 – 4, em função das concentrações de DNA testadas. O ciclo limiar (Ct) 

corresponde ao número de ciclos de PCR necessários para o início da amplificação, ou seja, o 

momento em que a fluorescência emitida ultrapassa a linha do limite. O Ct tem relação 

inversamente proporcional à quantidade de sequência alvo presente na amostra. Assim, para 

que uma PCR esteja operando com 100% de eficiência, é necessário que a quantidade do 
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produto inicial dobre perfeitamente durante cada ciclo. No mais, a faixa dinâmica de uma reação 

linear, cujo aumento na concentração do material de partida resulta em um aumento 

correspondente no produto de amplificação, deve pelo menos possuir um intervalo de 3 a 4 log, 

para DNA genômico (LIFE TECNOLOGIES, 2014).  

Sendo assim, os resultados adquiridos corroboram com a discussão apresentada, uma 

vez que houve a duplicação do produto de amplificação a cada ciclo da qPCR, sobretudo em 

grande parte dos pares de primers. No entanto, em alguns casos, houve a quadruplicação do 

produto gerado em função das menores concentrações (diluições) de DNA, como em 0.08 

ng/µL e 0.0016 ng/µL, isso provavelmente deve-se a quantidade de DNA presente na amostra, 

o que acarretaria a necessidade de mais ciclos de amplificação para replicação do DNA, e 

posteriormente amplificação do produto.  

 

Tabela 3. Variação média de CTs em função das diluições do DNA.  

Variações de CTs (∆CT) 

 Concentração de DNA (ng/µL) 

Primers 10 2 0.4 0.08 0.016 

B. amyloliquefaciens 15.03* 16.50 18.80 21.20 23.50 

B. atrophaeus 15.16 16.66 18.60 21.46 23.90 

B. cereus 21.26 23.26 26.16 28,73 30.92 

B. licheniformis 15.02 17.66 21.16 25.05 29.09 

B. luti 16.34 18.05 20.04 23.32 26.31 

B. methylotrophicus 17.90 20.50 22.43 24.86 27.46 

B. mycoides 16.26 18.73 21.06 22.73 25.07 

B. pumilus 21.73 23.60 26.16 29.06 32.20 

B. safensis 12.51 14.40 16.51 19.33 21.56 

B. spizizenii 12.16 15.03 15.86 18.32 21.46 

B. subtilis 9.90 12.30 15.80 19.75 23.55 

B. thuringiensis (1) 16.60 18.76 21.73 24.93 27.80 

B. thuringiensis (2) 14.20 15.46 17.70 20.70 23.36 

B. thuringiensis (5) 13.33 15.34 18.50 20.30 22.26 

B. toyonensis 21.83 24.65 29.05 34.07 38.66 

B. tropicus 16.73 17.80 20.00 22.53 25.43 

Brev. laterosporus 13.03 14.55 17.06 19.52 22.20 
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Continuação... 

Variações de CTs (∆CT) 

 Concentração de DNA (ng/µL) 

Primers 10 2 0.4 0.08 0.016 

Ly. sphaericus 13.96 16.20 17.90 20.85 22.50 

P. aryabhattai 16.30 17.50 19.75 22.40 24.85 

P. megaterium 16.43 19.03 21.40 23.70 24.73 

* As médias foram definidas sob ajuste do threshold. 

 

2.5.2. Identificação de estirpes por qPCR 

 

 Após definidos todos os parâmetros a serem adotados com o uso dos primers para qPCR, 

e a definição das estirpes de referência (controles positivos), realizou-se o processo de 

identificação das 600 estirpes selecionadas da Coleção de Bactérias de Invertebrados – 

CENARGEN, como forma de validação do método. 

 Desse modo, esse ensaio proporcionou a identificação correta e precisa de 458 espécies, 

dentre as 600 estirpes selecionadas. Porém, é interessante observar que, em conjunto, 80% das 

espécies identificadas nesse ensaio foram de estirpes pertencentes ao grupo filogenético 

Bacillus cereus sensu lato, composto por B. cereus, B. thuringiensis, B. luti, B. toyonensis, B. 

tropicus e B. mycoides (Tabela 4). 

Entende-se que a Coleção de Bactéria de Invertebrados foi originalmente proposta e 

composta para preservar espécies de B. thuringiensis, devido a sua função entomopatogênica. 

No entanto, as estirpes dessa espécie eram anteriormente selecionadas e isoladas por métodos 

tradicionais de identificação, propostos pelos protocolos de isolamento da OMS (WORD, 1985; 

1987). Assim, as metodologias de isolamento abrangidas por esses protocolos são baseadas na 

resistência ao antibiótico penicilina e a presença de inclusões proteicas (cristais) produzidas 

pela espécie B. thuringiensis. Contudo, como abordado no Capítulo 4, esse processo de 

identificação é falho, uma vez que várias espécies, inclusive as pertencentes ao grupo B. cereus 

sensu lato são capazes de resistir à ação desse composto antimicrobiano. Além disso, as 

caracterizações morfológicas das estirpes relacionadas a esse grupo são bastante similares, com 

exceção da estirpe de B. mycoides, ao qual possui uma caracterização extremamente diversa 

das espécies do mesmo grupo filogenético (Capítulo 3). Assim, ensaios de isolamento por 

resistência à penicilina juntamente com a caracterização morfológica das colônias pode levar a 

identificações erróneas das espécies desse grupo. 
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Ainda, a citomorfologia de B. thuringiensis garante sim uma diferença primordial em 

comparação as outras espécies do mesmo grupo, devido a capacidade da espécie em produzir 

inclusões proteicas (cristais) visíveis em microscópio. No entanto, como descrito anteriormente, 

se a espécie de B. thuringiensis perde capacidade de gerar os genes codificadores de toxinas 

inseticidas (plasmídeos), o Bt fica indistinguível de B. cereus (THORNE, 1993), o que poderia 

levar a confusões de identificação entre essas duas espécies. Além disso, a produção de cristais 

parasporais não é somente exclusiva ao Bt, existem outras espécies capazes de produzirem 

inclusões proteicas, como por exemplo, Lysinibacillus sphaericus (JONES et al., 2007), 

Paenibacillus popilliae (ZHANG et al., 1997), Brevibacillus laterosporus (SMIRNOVA et al., 

1996), Paenibacillus lentimorbus (YOKOYAMA et al., 2004), Bacillus pumilus (GARCIA-

RAMON et al., 2016).  

Assim, ensaios bioquímicos e fenotípicos são frequentemente usados para atribuir novas 

cepas ao grupo B. cereus, por serem práticos e mais baratos, porém não são suficientes para 

garantir uma classificação taxonômica precisa em escala genômica (ACEVEDO et al., 2020). 

 

Tabela 4. Perfil de frequência das espécies identificadas entre as 600 estirpes da Coleção 

de Bactérias de Invertebrados. 

Espécie - Alvo Frequência % 

B. cereus 172 37,55% 

B. thuringiensis 157 34,27% 

P. megaterium 21 4,58% 

B. subtilis 17 3,71% 

B. luti 14 3,05% 

B. amyloliquefaciens 13 2,83% 

Ly. sphaericus 13 2,83% 

P. aryabhattai 10 2,18% 

B. toyonensis 10 2,18% 

B. tropicus 9 1,96% 

B. pumilus 8 1,74% 

B. mycoides 7 1,52% 

Brev. laterosporus 5 1,09% 

B. safensis 2 0,43% 

B. atrophaeus 0 0% 

B. licheniformis 0 0% 

B. methylotrophicus 0 0% 

B. spizizenii 0 0% 
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Total 458 100% 

 

Por fim, análises moleculares baseadas no sequenciamento do gene 16 rRNA foram e 

ainda são muito utilizadas como principal ferramenta para atribuição taxonômica das espécies 

pertencentes ao gênero Bacillus. No entanto, membros do grupo Bacillus cereus s.l possuem 

rRNA 16S e 23S altamente semelhantes, indicando que essas espécies divergiram de uma 

linhagem evolutiva comum. Desse modo, a identificação baseada em genes 16S rRNA não 

garante uma distinção coesa dessas bactérias (HUANG et al., 2012; LIU et al., 2015; PATIÑO-

NAVARRET; SANCHIS, 2017; CHO et al., 2018). Assim, o desenvolvimento de primers, 

baseados em genes alvos específicos, para identificação de espécies desse grupo foi de suma 

importância para reclassificar diversas estirpes alocadas erroneamente dentro da coleção, uma 

vez que esses produtos geraram uma identificação precisa, rigorosa e relativamente prática. 

 Também foi possível identificar com os primers desenvolvidos, espécies pertencentes 

ao grupo B. subtilis sensu lato, como B. subtilis, B. pumilus, B. safensis e B. amyloliquefaciens. 

No entanto, não foram identificadas espécies como B. atrophaeus, B. licheniformis, B. 

methylotrophicus e B. spizizenii que também fazem parte desse mesmo grupo. 

 Espécies como P. megaterium, P. aryabhattai, Lysinibacillus sphaericus e Brevibacillus 

laterosporus também foram identificadas durante o processo de validação e identificação, 

demonstrando assim, uma pequena diversidade de espécies, além do gênero Bacillus, presentes 

no número amostral de 600 estirpes advindas da coleção. 

Todavia, 142 estirpes não foram identificadas por meio dos primers desenvolvidos. A 

não identificação dessas estirpes deve-se a diversos fatores, como possível degradação do DNA 

genômico, possíveis contaminantes não eliminados no processo de extração, aos quais 

poderiam interferir no processo de amplificação por qPCR, possíveis erros no processo de 

montagem das reações de qPCR, ou especificamente pela existência de espécies diferentes 

daquelas pleiteadas inicialmente para confecção dos primers.  

 

2.5.3. Diversidade de espécies 

 

 Para determinar a diversidade de espécies bacterianas presentes dentro do grupo de 

amostras identificadas, foram calculados os índices de Simpson e Shannon-Wiener (Weaver). 

Entende-se que na análise da diversidade microbiana, dois fatores devem ser levados em 

consideração ao medir a diversidade de uma amostra, a riqueza e uniformidade. A riqueza 

refere-se ao número de espécies diferentes presentes em um determinado nicho. A uniformidade 
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compara a equitabilidade do tamanho da população de uma das espécies presentes. E em geral, 

quando a riqueza de espécies e a uniformidade aumentam, a diversidade também aumenta (KIM 

et al., 2017). Assim, os índices de diversidade de Shannon-Wiener (Weaver) e Simpson têm 

sido recomendados para medir de forma robusta a diversidade microbiana (HAEGEMAN et 

al., 2013).  

Desse modo, o índice de Simpson calculado foi de 0.733, o que sugere que a diversidade 

existente no conjunto de amostras identificadas foi relativamente baixa, devido a esse valor 

estar mais próximo de 1 (um). Entende-se que quanto mais alto for o índice de Simpson, maior 

será a probabilidade de os indivíduos serem da mesma espécie, ou seja, maior dominância e 

menor diversidade. Assim, constatou-se que devido à alta predominância e dominância de 

estirpes identificadas das espécies de B. cereus e B. thuringiensis, ao qual corresponderam com 

72% das amostras identificadas, a diversidade de espécies dentro do conjunto de amostras 

identificadas foi reduzida. 

O valor estimado para o índice de Shannon foi de 1.75, o que sugere que a diversidade 

de espécies dentro da amostra foi também relativamente baixa. Esse índice mede o grau de 

incerteza em prever que a espécie pertencerá um indivíduo escolhido, ao acaso, de uma amostra 

com S espécie e N indivíduos. Quanto menor o valor do índice de Shannon, menor o grau de 

incerteza em selecionar uma espécie especifica dentro da amostra, portanto, a diversidade da 

amostra é considerada baixa (URAMOTO et al., 2005). Além disso, esse índice mede a riqueza 

e uniformidade da amostra, no entanto, devido ao padrão de distribuição dos indivíduos entre 

espécies (uniformidade) ser proporcional à diversidade, a equidade das amostras identificadas 

também foi considerada proporcionalmente baixa (Figura 1). 

Figura 1. Índice de Simpson e Índice de Shannon – Wiener (Weaver) calculados. 
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 SU et al. (2021) ao realizarem estudos com ensaios de qPCR para determinar a 

composição bacteriana ativa do solo, após aplicação de fertilizantes orgânicos por 30 anos, 

constataram que as espécies do gênero Bacillus foram as mais favorecidas pela adubação e com 

isso tornaram-se as mais abundantes e diversas no solo.  

Raros são os estudos mensurando a diversidade de espécies bacterianas dos gêneros 

Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus por ensaios qualitativos de identificação por 

qPCR. Grande parte da literatura está voltada para estudos relacionados a quantificação, ou 

seja, a expressão gênica, quantificação de genes específicos, e/ou quantificação de esporos de 

Bacillus em amostras de alimentos. Diante desses fatos, é importante enfatizar a relevância 

desse trabalho, uma vez que esse estudo criou uma base de dados, a partir do desenvolvimento 

de primers específicos, para a identificação coesa e precisa de espécies com importância 

biotecnológica, tornando-se uma ferramenta eficaz de identificação desses grupos bacterianos 

em coleções de microrganismos. 

 

 2.6. CONCLUSÕES 

 

 Foram obtidos primers de qPCR para identificação precisa e coesa de várias espécies de 

Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. 

 O desenvolvimento de primers específicos para qPCR garante uma identificação precisa 

de espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus 

tornando-se um excelente método de caracterização de coleções de bactérias, bem como para 

seleção de estirpes com interesse biotecnológico. 
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CAPÍTULO 3 - CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E CITOMORFOLÓGICA 

DE ESPÉCIES DE Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp. e Priestia spp. 

 

 

RESUMO 

 

Presumidamente a caracterização morfológica é um mecanismo primário de identificação 

bacteriana, sendo assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar 37 espécies de Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp. e Brevibacillus spp. pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados 

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, por parâmetros morfológicos e 

citomorfológicos. A caracterização das morfológicas de colônias seguiu os princípios de 

Bergy’s Manual of Systematic Bacteriology. Para a caracterização citomorfológica das estirpes 

utilizou-se a microscópio eletrônico de varredura, modelo Zeiss DSM 962. Deste modo, 

verificou-se que houve uma heterogeneidade de colônias entre as 37 estirpes, como exemplo, a 

estirpe S2786, B. mycoides diferiu-se das outras espécies por apresentar colônias com formato 

rizoide. Enquanto três estirpes de B. amyloliquefaciens (S2536, S2785 e S2791) apresentaram 

modificações morfológicas durante o processo de incubação, uma vez que ocorreram 

incialmente a formação de colônias circulares, lisas, aquosas e brilhosas e, posteriormente 

colônias irregulares, com aspecto rugoso e seco. Houve também colônias com coloração creme, 

branco e alaranjada, como na espécie de B. atrophaeus e aspecto brilhante, translúcido e opaco. 

Na citomorfologia foi possível observar que as espécies de Bacillus cereus sensu lato possuíram 

esporos elípticos a elipsoides, com formação de cristal na espécie de B. thuringiensis. As 

espécies pertencentes ao grupo Bacillus subtilis sensu lato, apresentaram forma de esporo 

cilíndrico, com comprimento variando de 0,7 a 1 µm, com exceção da espécie B. spizizenii 

(S2893) que apresentou esporos em formato esférico. Houve também esporos esféricos e 

esporângio em formato de raquete, aspecto esse pertencente as espécies do gênero 

Lysinibacillus. Conclui-se que as propriedades morfológicas e citomorfológicas das espécies 

de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. foram consideradas 

características relevantes e determinante no estudo da diversidade das populações desses 

gêneros.  

 

 

Palavras-chaves: Colônias; Esporos; Cristal; MEV. 
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ABSTRACT 

 

Presumably the morphological characterization is a primary mechanism of bacterial 

identification, therefore, the objective of this work was to characterize 37 species of Bacillus 

spp., Lysinibacillus spp. and Brevibacillus spp. belonging to the Invertebrate Bacteria 

Collection of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, by morphological and 

cytomorphological parameters. The characterization of colony morphology followed the 

principles of Bergy's Manual of Systematic Bacteriology. For the cytomorphological 

characterization of the strains, a scanning electron microscope, model Zeiss DSM 962 was used. 

In this way, it was verified that there was a heterogeneity of colonies among the 37 strains, as 

an example, the strain S2786, B. mycoides differed of the other species for presenting colonies 

with rhizoid format. While three strains of B. amyloliquefaciens (S2536, S2785 and S2791) 

showed morphological changes during the incubation process, since initially there were 

circular, smooth, watery and shiny colonies and, later, irregular colonies, with a rough and dry 

appearance. There were also colonies with cream, white and orange coloration, as in the species 

of B. atrophaeus and shiny, translucent and opaque appearance. In the cytomorphology, it was 

possible to observe that the species of Bacillus cereus sensu lato had elliptical to ellipsoid 

spores, with crystal formation in the species of B. thuringiensis. The species belonging to the 

Bacillus subtilis sensu lato group presented a cylindrical spore shape, with a length ranging 

from 0.7 to 1 µm, except for the species B. spizizenii (S2893) which presented spherical spores. 

There were also spherical spores and racket-shaped sporangia, an aspect belonging to the 

species of the genus Lysinibacillus. It is concluded that the morphological and 

cytomorphological properties of Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. and 

Brevibacillus spp. they were considered relevant and determinant characteristics in the study of 

the diversity of the populations of these genera. 

 

Keywords: Colonies; Spores; Crystal; MEV. 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 

 

 Durante o processo de formação da colônia, uma única bactéria é capaz de se dividir e 

criar uma colônia composta por bilhões de seus descendentes, organizados em uma estrutura 

ordenadamente notável (MAMOU et al., 2016). Portanto, este recurso microbiológico torna-se 

um mecanismo primário e básico de caracterização, classificação e identificação, mesmo sendo 

considerado antiquado por vários autores. Todavia, a caracterização morfológica pode fornecer 

informações valiosas sobre a diversidade microbiana individual (KAUFMANN; SCHAIBLE, 

2005; WEILE; KNABBE, 2009; SOUSA et al., 2011, BRAGA et al., 2013). 

As colônias bacterianas apresentam variações morfológicas distintas, como diâmetro, 

forma, elevação, textura da superfície, cor, consistência e forma de adesão das mesmas no meio 

de cultura (RABINOVITCH et al., 2017). Além disto, as bactérias, microscopicamente, 

também podem apresentar diferentes propriedades morfológicas, revelando-se esféricas 

(cocos), retangulares ou na forma de bastonetes (bacilos), encurvados (espirilos) e na forma de 

vírgula (vibriões) que variam fundamentalmente entre as diferentes espécies (HÖFLING; 

GONÇALVES, 2008; VARGAS-FLORES; KUNO-VARGAS, 2014). 

 As bactérias em forma de bastonetes (bacilos) são um grupo extremamente vasto e 

diverso. É nesse grupo que as bactérias formadoras de endósporos, característica morfológica 

marcante deste grupo, como as espécies do gênero Bacillus e gêneros correlacionados, como 

Paenibacillus, Priestia, Lysinibacillus e Brevibacillus estão alocadas (MADIGNAN et al., 

2016; GUPTA et al., 2020). As espécies desses gêneros apresentam uma ampla gama de 

morfologias de colônias, tanto dentro quanto entre espécies, sendo observado formação de 

colônias circulares, irregulares e filamentosas, com bordas inteiras a onduladas, serrilhadas ou 

fimbriadas; texturas secas e granulares, ou mais suaves e úmidas, além de colorações que podem 

variar entre branco, creme, alaranjado e marrom. Além disso, as morfologias dos endósporos 

também podem apresentar variações em suas conformações, como esporos esféricos, elípticos, 

cilíndricos, ovalados, sendo sua posição dentro do esporângio diverso, como central, 

subterminal, terminal ou lateral (DE VOS et al., 2009).  

Em vários bacilos, especialmente Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus sphaericus, 

Brevibacillus laterosporus e Paenibacillus popilliae, a produção de inclusões proteicas 

cristalinas (corpo paraesporal), no esporângio, conferem a essas espécies uma capacidade única 

de identidade. Em espécies de B. thuringiensis a forma do cristal é uma indicação de seu 

conteúdo de proteínas Cry e, portanto, é usada como primeiro critério visual de classificação de 
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isolados de Bt, podendo ser bipiramidal, cuboide, romboide, ovoide, esférico ou, ainda, sem 

forma definida (LÓPEZ-MEZA; IBARRA, 1996; MAHALAKSHMI et al., 2012).  

Assim, a caracterização morfológica usada de maneira complementar a outra técnica de 

identificação, como por exemplo as moleculares, pode sim se tornar uma ferramenta útil na 

discriminação de espécies bacterianas. 

 

3.2. OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar 37 estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp. e 

Priestia spp. pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia por parâmetros morfológicos e citomorfológicos. 

 

3.3. OBJETIOS ESPECÍFICOS 

 

• Observar a existência de elementos de distinção entre as estirpes por meio das 

caracterizações morfológicas e citomorfológicas; 

 

• Verificar se as caracterizações morfológicas e a citomorfológicas são parâmetros 

eficientes na identificação bacteriana; 

 

3.4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

  

3.4.1. Seleção das estirpes  

 

Por meio das análises de identificação por sequenciamento genético e qPCR (Capítulo 

1 e 2) foram selecionadas 37 estirpes, pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – CENARGEN. Dessas 37 estirpes, 14 foram 

pertencentes ao grupo Bacillus cereus sensu lato, sendo seis isolados de B. thuringiensis 

(S1450, S1576, S2782, S0615, S2566 e S1989), três de B. cereus sensu stricto (S0953, S0663, 

S0167), um B. mycoides (S2786), um B. tropicus (S0043), B. luti (S1624), B. toyonensis 

(S1647), B. paranthracis (S2781) e 16 estirpes pertencentes ao grupo Bacillus subtilis sensu 

lato, sendo cinco B. subtilis sensu stricto (S2794, S2796, S2896, S2790, S2776), seis B. 

amyloliquefaciens (S2785, S2784, S2787, S2788, S2791, S2536), dois B. pumilus (S2783 e 

S2795), um B. atrophaeus (S2792) e um B. spizizenii (S2893). As outras estirpes foram 



 

125 

 

definidas como sendo Priestia megaterium (B. megaterium) (S1338), Priestia aryabhattai (B. 

aryabhattai) (S2538), Lysinibacillus capsici (S2894), Lysinibacillus sphaericus (S0002 e 

S0127), Brevibacillus laterosporus (S1431 e S1438).  

 

3.4.2. Caracterização morfológica  

 

 

As 37 estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. 

foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura EMBRAPA-ágar a 30 ºC por 

72h (MONNERAT et al., 2007), a fim determinar caracterização morfológica das colônias. 

Após esse período, as colônias foram visualizadas por microscópio de transmissão, modelo 

JEM-2100-Jeol, e posteriormente analisadas conforme os princípios de Bergy’s Manual of 

Systematic Bacteriology (De VOS et al., 2009) (Figura 1), em que foram consideradas colônias 

com: 

• Forma: puntiforme; circular, irregular, filamentosa, rizoide; 

• Elevação: convexa, elevada, plana, umbonada, irregular;  

• Consistência: mucosa, seca, fluida, micelial;  

• Margem: lisa, serrilhada, ondulada, lobada, filamentosa;  

• Superfície: brilhante e rugosa 

• Densidade: translúcido e opaco;  

• Coloração: amarela, branca, branca acinzentada, marrom, alaranjado, creme.  

 

 
Figura 1. Esquema visual das formas, elevações e margens das colônias bacterianas. Fonte: 

CÂMARA, B. (2013). 



 

126 

 

Para a caracterização citomorfológica das estirpes por meio de microscópio eletrônico 

de varredura, modelo Zeiss DSM 962, inoculou-se as cepas em meio de cultura EMBRAPA-

líquido por 48 h a 30 ºC. Posteriormente, os inóculos foram liofilizados por 72 horas, e em 

seguida depositadas em suportes metálicos, contendo adesivo carbono. Esses suportes foram 

recobertos com 25nm de ouro por 180 segundos, por meio do metalizador MED 010 da Balzers 

e visualizados no MEV (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Esquema das variações de endósporos em Bacillus. 1 – Endósporo cilíndrico com 

posição central; 2 – Endósporo elíptico em posição terminal e presença de proteína cristalina; 

3 – Endósporo ovalado em posição terminal; 4 – Endósporo elipsoide em posição central; 5 – 

Endósporo esférico em posição terminal; 6 – Esporo elipsoide em posição lateral. Fonte: 

Adaptado de German Wikipedia, acervo livre, desenho de Kookaburra, 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Bakterien_Sporen.png, acessado em 20 de outubro de 

2022. 

 

3.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Partindo do pressuposto que a identificação bacteriana se inicia por características 

morfológicas, verificou-se que entre as 37 estirpes, 28 apresentaram forma circular, oito forma 

irregular e apenas uma com conformação rizoide, sendo essa característica típica da espécie B. 

mycoides (S2786). As margens das colônias foram divididas em serrilhadas (10), inteiras (8), 

lobuladas (7), onduladas (5), inteira/lobulada (3), espiral (1), filamentosa (1), rizoide (1) 

(Tabela 1). 
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Houve 34 estirpes com formação de colônias planas e três com característica de colônia 

elevada. Além disso, 19 estirpes apresentaram colônias com consistência seca e superfície 

rugosa/granulosa, e 12 cepas exibiram uma textura brilhante e mucosa. O isolado S0043 

apresentou colônias com superfície brilhante, mas com aspecto seco, enquanto a cepa S2538 

obteve colônias aquosas e brilhantes. 

A coloração das estirpes, em sua maioria (25) foram brancas ou brancas acinzentadas, 

no entanto, houve 10 cepas com colônias com cor creme, duas estirpes com coloração marrom 

(S0002 e S0127), e uma cepa com colônias com a pigmentação alaranjada (S2792). Além disso, 

verificou-se que a densidade das colônias, dividida em opaco e translúcido, foram 

predominantemente opacas, ocorrendo apenas cinco cepas com densidade translúcida.  

É importante enfatizar que as estruturas morfológicas observadas nessas cepas são 

típicas quando cultivadas em meio de cultura do tipo EMBRAPA-ágar por um período de 24 h 

e 72 h a 30 ºC. Porém, a composição do meio de cultivo, bem como as condições de incubação 

podem exercer forte influência na variedade morfológica dessas bactérias, sendo determinantes 

na definição de detalhes como diâmetro, forma, elevação, textura da superfície, cor e 

consistência das colônias bacterinas (RABINOVITCH et al., 2017). A título de exemplo, 

algumas estirpes de B. atrophaeus e B. licheniformis podem produzir colônias com pigmentos 

pretos-azulados ou avermelhados, respectivamente, quando submetidas a meios de cultura 

contendo ferro ou glicerol-glutamato (DE VOS et al., 2009). 
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Tabela 1. Propriedades morfológicas das colônias, em acordo com os princípios de Bergy’s Manual of Systematic Bacteriology, das 37 estirpes 

de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. crescidas em meio Embrapa-ágar a 30 °C. 

Estirpes Spp. Forma Elevação Margem Superfície Consistência Coloração Densidade 

S0002  
Lsp 

Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Marrom Translúcida 

S0127  Lsp Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Marrom Translúcida 

S2894  Lcp Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Creme Translúcida 

S0663  Bc Circular Plana Lobulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S0953  Bc Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S0615  Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S1450  Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S1576 Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S1989 Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2566 Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2782 Bt Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S0167  Bc Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S0043  Btrop Circular Plana Espiral Brilhante Seca Branca Opaca 

S1624 Blut Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S1647 Btoy Circular Plana Serrilhada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2781  Bpa Circular Plana Ondulada Brilhante Mucosa Branca Opaca 
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Continuação... 

Estirpes Spp. Forma Elevação Margem Superfície Consistência Coloração Densidade 

S2786 Bmy Filamentosa Plana Filamentosa Rugosa Mucosa Branca Opaca 

S2536 Bamy Circular/Irregular Convexa Inteira/ Lobulada Lisa/ Rugosa Aquosa/Seca Creme Translúcida/ Opaca 

S2784 Bamy Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2785 Bamy Circular/Irregular Convexa Inteira/ Lobulada Lisa/ Rugosa Aquosa/Seca Creme Translúcida/ Opaca 

S2788 Bamy Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Creme Opaca 

S2791 Bamy Circular/Irregular Convexa Inteira/ Lobulada Lisa/ Rugosa Aquosa/Seca Creme 
Translúcida/ 

Opaca 

S2783 Bpu Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Branca Translúcida/ Opaca 

S2795 Bpu Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Branca Translúcida/ Opaca 

S2787 Bamy Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Creme Opaca 

S2776 Bs Irregular Plana Ondulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2794 Bs Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2796 Bs Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2896 Bs Irregular Plana Lobulada Rugosa Seca Branca Opaca 

S2777 Bl Irregular Plana Rizoide Rugosa Mucosa Creme Translúcida/ Opaca 
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Continuação... 

Estirpes Spp. Forma Elevação Margem Superfície Consistência Coloração Densidade 

S2792 Batr Circular Plana Ondulada Brilhante Mucosa Alaranjada Opaca 

S2893 Bspi Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Branca Translúcida 

S2538 Pary Circular Plana Inteira Brilhante Aquosa Creme Translúcida/ Opaca 

S1338 Pmeg Circular Plana Inteira Brilhante Mucosa Branca Opaca 

S1431 Brev Circular Plana Ondulada Brilhante Mucosa Creme Translúcida/ Opaca 

S1438 Brev Circular Plana Ondulada Brilhante Mucosa Creme Translúcida/ Opaca 
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Entre as espécies do grupo Bacillus subtilis s.l observou-se uma grande variabilidade 

morfológica, sendo constatado isolados com colônias em formato circular e consistência 

mucosa, como as espécies de B. pumilus e B. spizizenii, e formato irregular e consistência seca 

como as espécies de B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens (Figuras 3). No entanto, 

para três cepas de B. amyloliquefaciens, S2536, S2785 e S2791, observou-se variação na 

formação das colônias, devido ao tempo de incubação. Inicialmente as colônias foram 

caracterizadas em circulares e lisas, com consistência aquosa e brilhante e densidade 

translúcida, sendo comparadas a uma gota d’água. Posteriormente, após 48h de incubação as 

colônias foram caracterizadas como irregulares e lobuladas, com consistência seca e rugosa e 

densidade opaca.  

Além disso, grande parte das estirpes desse grupo apresentaram colônias com coloração 

branca e creme, com exceção de B. atrophaeus que apresentou colônias alaranjadas (Apêndice 

II). 
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Figuras 3. Microscopia de transmissão das colônias das estirpes pertencentes ao grupo Bacillus 

subtilis sensu lato, em escala de 2 mm a 5 mm. A – B. amyloliquefaciens (S2784); B - B. 

amyloliquefaciens (S2536); C e D - B. amyloliquefaciens (S2785); E - B. amyloliquefaciens 

(S2788); F - B. amyloliquefaciens (S2791); G – B. subtilis (S2776); H – B. subtilis (S2794); I 

– B. subtilis (S2796); J – B. subtilis (S2896); K – B. pumilus (S2783); L - B. pumilus (S2795); 

M – B. atrophaeus (S2792); N – B. licheniformis (S2777); O – B. spizizenii (S2893); P – B. 

amyloliquefaciens (S2787). 

 

As espécies do grupo Bacillus cereus s.l apresentaram características morfológicas 

bastantes similares entre si, principalmente quanto a forma, cor e estrutura das colônias, sendo 

essas em sua maioria circulares, granulosas ou lisas e brancas/opacas. A espécie de B. mycoides 

foi a única exceção do grupo com relação a morfologia, uma vez que a mesma apresentou uma 

conformação filamentosa e micelial (Figuras 4). 
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Figuras 4. Microscopia de transmissão das colônias das estirpes pertencentes ao grupo Bacillus 

cereus sensu lato, em escala de 2 mm a 5 mm. A – B. cereus (S0167); B - B. thuringiensis 

(S2566); C - B. cereus (S0663); D - B. cereus (S0953); E - B. thuringiensis kurstaki (S1450); 

F - B. thuringiensis azawai (S1576); G – B. thuringiensis sotto (S0615); H – B. thuringiensis 
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israelensis (S1989); I – B. thuringiensis israelensis (S2782); J – B. tropicus (S0043); K – B. 

luti (S1624); L - B. toyonensis (S1647); M – B. mycoides (S2786); N – B. paranthracis (S2781). 

 

As espécies do gênero Lysinibacillus (S0002, S0127 e S2894) desenvolveram colônias 

translúcidas, com formato circular e margens lisas, e consistência mucosa. A coloração dessas 

espécies foi de marrom para as cepas S0002 e S0127 e creme para S2894. As duas estirpes de 

Brevibacillus laterosporus (S1431 e S1438) inicialmente exibiram colônias mucosas e 

pequenas, posteriormente secas, opacas e com bordas onduladas. As estirpes de Priestia 

megaterium (S1338) e Priestia aryabhattai (S2538) apresentaram em comum colônias 

circulares, margens inteiras e lisas. A consistência e coloração foram diferentes, em que a S1338 

apresentou colônias mucosas, opacas e brancas, enquanto a S2538 obteve colônias aquosas, 

brilhosas, levemente opacas e com colorações cremes alaranjados (Figuras 5). 
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Figuras 5. Microscopia de transmissão das colônias das espécies de Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp. e Brevibacillus spp., em escala de 2 mm a 5 mm. A – Lysinibacillus 

sphaericus (S0002); B - Lysinibacillus sphaericus (S0127); C - Lysinibacillus capsici (S2894); 

D - Lysinibacillus capsici (S2894); E – Brevibacillus laterosporus (S1438); F - Brevibacillus 

laterosporus (S1431); G – P. megaterium (S1338); H – P. aryabhattai (S2538). 

 

A avaliação citomorfológica das estirpes proporcionou caracterizações de espécies com 

células vegetativas em formato de bastonete, com ou sem formação em cadeia, com ou sem 

mobilidade flagelar, e com comprimento variando de 0,7 a 2 µm. Além disso, observou-se a 

formação de inclusões proteicas em formato bipiramidal, cuboide e/ou esférico em estirpes de 

B. thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus (Tabela 2).
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Tabela 2. Citomorfologia das espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. Em que foram avaliados o CCV 

(comprimento da célula vegetativa), LCV (largura da célula vegetativa), ED (esporângio distendido), FES (formato do esporo), PES (posição do 

esporo no esporângio), IP (inclusões proteicas), Mo (mobilidade). Definição dos esporos: OV = ovalado; ELP = elipsoides, ELI = elíptico, CI = 

cilíndrico, ESF = esférico, C = central, PC = paracentral, ST = subterminal, T = terminal. + = positivo, - = negativo. 

Espécie CCV (µm) LCV (µm) ED FES PES IP (Cristal) Mo 

B. cereus 1-2 µm 1 µm - ELP ST - - 

B. tropicus 1 µm 1 µm - ELP ST - - 

B. mycoides 1-2 µm 1 µm - ELI  C -PC - - 

B. thuringiensis 1-2 µm 1 µm - ELI ST + - 

L. sphaericus 2 µm 0.7-0.9 µm + ESF T + + 

L. capsici 2 µm 0.7-0.9 µm + ESF T - + 

B. amyloliquefaciens 1 µm 0.7-0.9 µm - CIL C - PC - + 

B. subtilis 1 µm 0.7-0.9 µm - CIL C - PC - + 

B. atrophaeus 1 µm 0.7 µm - CIL ST - + 

B. spizizenii 0,7 µm 0.7 µm - ESF C - + 

B. pumilus 0,8 µm 0.7 µm - CIL C - + 

B. licheniformis 1 µm 0.7 µm - CIL C - + 

P. megaterium 1-2 µm 1 µm - OV C - - 

P. aryabhattai 1-2 µm 1 µm - OV C - - 

Brev. laterosporus 1 µm 0.8- 1 µm + OV C - + 
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As espécies pertencentes ao grupo B. cereus s.l. apresentaram células vegetativas com 

comprimento entre 1 µm a 2 µm, largura de 1 µm, formação de longas cadeias e sem mobilidade 

no meio de cultura. Os esporos apresentaram formato elipsoide e elípticos, com posição no 

esporângio não distendido (inchado) em subterminal e terminal (Figuras 6). 

Nas espécies de B. thuringiensis (S1450, S0615, S1576, S1989, S2782) foi constatado a 

formação de inclusões proteicas, durante o processo de esporulação. Esses cristais apresentaram 

conformações do tipo bipiramidal, cuboide e esférica. Para as cepas S1450, S1576 e S0615 

verificou a presença de proteínas com formato do tipo bipiramidal, enquanto, para a cepa S2566 

constatou-se uma combinação de cristais nas formas bipiramidal e cuboide. Porém, nas estirpes 

S2782 e S1989 houve a formação de cristais do tipo esférico.  

A forma do cristal é uma indicação de seu conteúdo de proteínas Cry e, portanto, é usada 

como primeiro critério visual de classificação de isolados de Bt (LÓPEZ-MEZA; IBARRA, 

1996; MAHALAKSHMI et al., 2012). Além disso, de acordo com Monnerat et al. (1999), Jain 

et al. (2017) e Nair et al. (2018), normalmente isolados de Bt com cristais do tipo bipiramidais 

e cuboides, abrigam um complexo de genes cry1A, cry1IA, cry1B, cry1D, cry2, cry9 e vip3a, 

aos quais geralmente são das subespécies aizawai e kurstaki. Entretanto, proteínas com 

conformação esférica possuem atividade entomicida a dípteros, sendo normalmente, 

condicionada a quatro proteínas principais, cry4Aa, cry4Ba, cry11Aa e cyt1A, típicas da 

subespécie israelensis (FEDERICI et al., 2003; MELATTI et al. 2005). 
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Figuras 6. Microscopia de varredura as estirpes do grupo Bacillus cereus sensu lato. A – B. 

cereus (S0663); B – B. cereus (S0953), C – B. thuringiensis israelensis (S1989), D – Bacillus 

thuringiensis (S2566), E - B. thuringiensis azawai (S1576), F- B. mycoides (S2786), G - B. 

tropicus (S0043), H - B. toyonensis (S1647), I – B. luti (S1624), J – B. paranthracis (S2781). 

(10.000 x amplificação). Escala entre 2 e 5 µm. Esp = esporo, C = cristal, C – Esf = cristal 

esférico, C – Bp = cristal bipiramidal, C – Cub = cristal cuboide. 

 

As espécies pertencentes ao grupo B. subtilis s.l apresentaram células vegetativas curtas, 

com comprimento entre 0.7 µm a 1 µm, largura de 0.7 µm a 0.9 µm, móveis, com e sem 

formação em cadeia. Grande parte das cepas apresentaram esporos em formato cilíndrico, no 

entanto, a espécie B. spizizenii apresentou esporos esféricos.  A posição do esporo foi central e 

paracentral e não houve a presença de esporos distendidos no esporângio e inclusões proteicas 

visíveis (Figuras 7). 
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Figuras 7. Microscopia de varredura as estirpes do grupo Bacillus subtilis sensu lato. A – B. 

amyloliquefaciens (S2787); B – B. amyloliquefaciens (S2536), C – B. subtilis (S2796), D – 

Bacillus subtilis (S2794), E – B. amyloliquefaciens (S2784), F- B. amyloliquefaciens (S2785), 

G - B. pumilus (S2795), H - B. licheniformis (S2777), I – B. spizizenii (S2893), J – B. 

atrophaeus (S2792). (10.000 x amplificação). Escala entre 2 e 5 µm. Esp = esporo. 

 

 As espécies de Lysinibacillus spp. produziram células vegetativas com comprimento de 

2 µm, largura de 0.7 a 0.9 µm, sem a formação de cadeias, bastante móveis no meio e 

esporângios distendidos e inchados, sendo semelhantes ao formato de uma “raquete”. Os 

esporos possuem formato esférico, e posição terminal no esporângio. Foi constatado a presença 

de inclusões proteicas, também em formato esférico, presas aos esporos, nas espécies de L. 

sphaericus. No entanto, não foi detectado cristais na espécie L. capsici. De acordo com 

literatura, algumas cepas de L. sphaericus são toxicas e consideradas patogênicas para larvas 

de mosquito (EL-BENDARY, 2006) (Figuras 8). 

 

 

Figuras 8.  Microscopia de varredura as estirpes do grupo Lysinibacillus spp. A – Lysinibacillus 

sphaericus (S0002); B – Lysinibacillus capsici (S2894). (10.000 x amplificação). Escala entre 

2 e 5 µm. 

 

 As espécies de Brevibacillus laterosporus possuem células vegetativas com 1 µm de 

comprimento, largura entre 0.8 µm a 1 µm, móveis e com esporângio distendido, semelhante 

ao formato de uma “jangada” ou “canoa”. Os esporos são ovalados grandes, sendo a posição 

dos mesmos definida em central. De acordo com OLIVEIRA et al. (2004) algumas cepas de 

A B 
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Brevibacillus laterosporus produzem inclusões cristalinas de diferentes formas e tamanhos, 

liberadas durante a lise celular do esporângio, porém não foi detectado a presença dessas 

inclusões nesses dois isolados (Figuras 97). 

 

 

Figuras 9. Microscopia de varredura as estirpes do grupo Brevibacillus laterosporus. A – 

Brevibacillus laterosporus (S1438); B – Brevibacillus laterosporus (S1431). (10.000 x 

amplificação). Escala de 2 µm. Esp = esporo. 

 

 As espécies de P. megaterium e P. aryabhattai apresentaram células vegetativas com 

comprimento 1 µm, largura de 1 µm, sem mobilidade no meio. Os esporos apresentaram 

formato ovalado em posição central no esporângio (Figuras 10). 

 

Figuras 10. Microscopia de varredura as estirpes do grupo P. megaterium e P. aryabhattai. A 

A B 

Esp 

A B 
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– P. megaterium (S1338); B – P. aryabhattai (S2538). (10.000 x amplificação). Escala de 2 e 

10 µm. 

 

Entende-se que a caracterização morfológica e citomorfológica são parâmetros essenciais 

para compreensão da fisionomia das espécies bacterianas. E foi por meio desses parâmetros que 

iniciou-se a o processo de identificação de microrganismo. No entanto, somente a análise 

morfológica não é suficiente para identificar uma espécie bacteriana, uma vez que a composição 

do meio de cultura e as condições de incubação podem influenciar fortemente na morfologia 

das mesmas, alterando detalhes como forma, elevação, textura da superfície, cor e consistência 

das colônias (RABINOVITCH et al., 2017). Desse modo, aliar a caracterização morfológica 

com outros métodos de identificação, como por exemplo, bioquímico ou molecular, podem 

garantir uma identificação 100% concisa e precisa desses microrganismos. 

 

3.6. CONCLUSÕES 

 

 

As propriedades morfológicas e citomorfológicas das espécies de Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. foram consideradas características 

relevantes e determinante no estudo da diversidade das populações desses gêneros.  

As divergências morfológicas observadas foram na estirpe de B. mycoides, cuja forma da 

colônia foi filamentosa, na estirpe de B. atrophaeus, cuja coloração da colônia foi alaranjada, 

na cepa de B. spizizenii, ao qual apresentou esporos esféricos, diferindo-se das espécies 

pertencentes ao mesmo grupo, a ocorrência de proteínas cristalinas nas espécies de B. 

thuringiensis e L. sphaericus e, a divergência de morfologia devido ao tempo de incubação em 

três espécies de B. amyloliquefaciens (S2536, S2785 e S2791). 

Mesmo havendo características fenotípicas similares entre as espécies de mesmo grupo 

filogenético, constatou-se pequenas variações na forma e cor das colônias, presença de 

inclusões proteicas e formato de esporo que podem auxiliar na distinção dessas espécies. 
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CAPÍTULO 4. RESISTÊNCIA À ANTIBIÓTICOS COMO UMA CARACTERISTICA 

TAXONÔMICA DAS ESPÉCIES DE Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e 

Brevibacillus spp. 

 

 

RESUMO 

 

Testes de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados bacterianos são importantes provas 

bioquímicas para isolar, selecionar, erradicar ou limitar o crescimento de uma estirpe. Esses 

métodos possuem abordagens de identificação relativamente simples, práticas e funcionais. O 

objetivo desse trabalho foi determinar o perfil de resistência à antibióticos de 37 cepas 

bacterianas pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus como 

uma premissa de isolamento e característica taxonômica. E confrontar os protocolos de 

isolamento de Bacillus descritos pela OMS 1985 e 1987. Assim, para determinar os perfis de 

resistência foram adotados os métodos de disco-difusão, contendo 20 tipos de antibióticos, e 

método por diluição em ágar, com placas contendo meio EMBRAPA-ágar e 23 antibióticos em 

sete concentrações: 30, 70, 110, 150, 200, 250 e 300 µg/mL. Os resultados de resistência a 

antimicrobianos por disco-difusão indicaram que 95% dos isolados apresentaram resistência a 

pelo menos um ou mais dos 20 antibióticos avaliados. Grande parte das estirpes foram 

resistentes aos antibióticos do grupo dos β-lactâmicos, como penicilina, oxacilina, ampicilina, 

cefazolina, ceftriaxona, entre outros. O grupo B. subtilis sensu lato apresentou maior 

suscetibilidade aos antimicrobianos testados, diferentemente das espécies pertencentes ao 

grupo B. cereus sensu lato que foram resistentes a maioria dos antibióticos avaliados. Em 

diluição em ágar os casos mais pontuais de resistência ao antimicrobiano e possível produto de 

isolamento para espécie foram: sulfametoxazol a 150 µg/mL para B. toyonensis, clortetraciclina 

a 110 µg/mL para B. tropicus, estreptomicina a 300 µg/mL para Lysinibacillus sphaericus, 

vancomicina a 150 µg/mL e cotrimoxazol a 200 µg/mL para B. spizizenii, rifampicina a 200 

µg/mL para B. atrophaeus. Além disso, os resultados obtidos por esse estudo contradizem os 

apresentados nos protocolos de isolamento da OMS (1985 e 1987), uma vez que houve uma 

diversidade de estirpes resistentes a penicilina, e não somente B. thuringiensis, como trata o 

protocolo. Conclui-se que os antibióticos auxiliam na compreensão do perfil bioquímico dessas 

espécies, contudo, poucos foram os antibióticos eficientes na diferenciação e na caracterização 

de espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp., uma vez 

diversas estirpes, principalmente aquelas pertencentes ao mesmo grupo filogenético 

apresentaram padrões de resistência bastante similares. 

 

Palavras-chaves: Suscetibilidade; Antibiograma; Disco-Difusão; Diluição em Ágar. 
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ABSTRACT 

 

Antimicrobial susceptibility tests of bacterial isolates are important biochemical tests to isolate, 

select, eradicate or limit the growth of a strain. These methods have relatively simple, practical 

and functional identification approaches. The objective of this work was to determine the 

antibiotic resistance profile of 37 bacterial strains belonging to the genera Bacillus, 

Lysinibacillus, Priestia and Brevibacillus as an isolation premise and taxonomic characteristic. 

And compare the Bacillus isolation protocols described by the WHO 1985 and 1987. Thus, to 

determine the resistance profiles, the disk diffusion methods were adopted, containing 20 types 

of antibiotics, and the agar dilution method, with plates containing EMBRAPA medium. -agar 

and 23 antibiotics in seven concentrations: 30, 70, 110, 150, 200, 250 and 300 µg/mL. The 

results of antimicrobial resistance by disk diffusion indicated that 95% of the isolates showed 

resistance to at least one or more of the 20 antibiotics evaluated. Most of the strains were 

resistant to antibiotics from the β-lactam group, such as penicillin, oxacillin, ampicillin, 

cefazolin, ceftriaxone, among others. The B. subtilis sensu lato group showed greater 

susceptibility to the tested antimicrobials, unlike the species belonging to the B. cereus sensu 

lato group that were resistant to most of the antibiotics evaluated. In agar dilution, the most 

punctual cases of antimicrobial resistance and possible isolation product for the species were: 

sulfamethoxazole at 150 µg/mL for B. toyonensis, chlortetracycline at 110 µg/mL for B. 

tropicus, streptomycin at 300 µg/mL for Lysinibacillus sphaericus, 150 µg/ml vancomycin and 

200 µg/mL cotrimoxazole for B. spizizenii, 200 µg/mL rifampicin for B. atrophaeus. 

Furthermore, the results obtained by this study contradict those presented in the WHO isolation 

protocols (1985 and 1987), since there was a diversity of penicillin-resistant strains, and not 

just B. thuringiensis, as the protocol addresses. It is concluded that antibiotics help to 

understand the biochemical profile of these species, however, few antibiotics were efficient in 

the differentiation and characterization of Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. and 

Brevibacillus spp., since several strains, mainly those belonging to the same phylogenetic 

group, showed very similar resistance patterns. 

 

Keywords: Susceptibility; Antibiogram; Disc-Diffusion; Agar Dilution. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

 

 Na identificação da maioria das espécies bacterianas, as investigações bioquímicas 

desempenham um grande papel na caracterização e classificação de cepas. A tendência desse 

método é refinar cada vez mais a identificação, para que não seja necessário a utilização de 

testes em excesso, simplificando assim o método de identificação. Além disso a identificação 

bioquímica fornece uma ideia do que esses microrganismos são capazes de fazer, sendo possível 

a discriminação de diferentes linhagens da mesma espécie por perfis bioquímicos específicos, 

uma vez que muitas linhagens de mesma espécie podem possuir características bioquímicas 

distintas (MARTINS, 2018). 

É comprovado que os antibióticos possuem a capacidade de promover o processo de co-

seleção bacteriana, baseando-se no perfil de resistência e/ou suscetibilidade das espécies 

(BAKER-AUSTIN et al., 2006). Em termo genérico o agente antimicrobiano é utilizado para 

referir-se a substâncias naturais, ou seja, de origem biológica (antibióticos) ou a substâncias 

sintéticas (quimioterapêuticos) (MOTA et al., 2010). Porém, em tese, o termo antibiótico é 

comumente utilizado para definir todos os tipos de agentes microbianos. Os antibióticos podem 

ser classificados, conforme a estrutura celular ou o sistema que afetam, sendo compostos 

bactericidas, quando há a destruição total da bactéria suscetível, ou como compostos 

bacteriostáticos, quando há a inibição reversível do crescimento bacteriano. Porém, em uma 

definição geral, os antibióticos são agentes seletivos tóxicos aos microrganismos, que induzem 

a morte celular dos mesmos (WALSH, 2005; FOX, 2015). 

Os antibióticos classificados como β-lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, 

oxapeninas e monobactamas) possuem a função de inibir a síntese da parede celular, uma vez 

que as substâncias são análogas a D-alanil-D-alanina, responsável por formar a parte terminal 

dos peptídeos de reticulação (pentapeptídeos), aos quais são necessários para a formação de 

ligações cruzadas, entre os peptidoglicanos nas paredes celulares bacterianas (LAGACE´-

WIENS; RUBINSTEIN, 2012). 

A inibição da síntese de peptidioglicano, constituinte da parede celular, pode ocasionar 

autólise enzimática da mesma, sem essa impermeabilidade, a alta pressão osmótica, presente 

dentro da célula, rompe as membranas interna e/ou externa das bactérias. Alterações no 

citoplasma, contendo DNA e ribossomos que sintetizam proteínas e enzimas, bem como 

adulterações na integridade da membrana citoplasmática, que envolve a célula e mantém o 

conteúdo celular intacto, pode ocasionar a morte das células bacterianas (PELCZAR et al., 

1997, FOX, 2015). 
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Os antimicrobianos sintéticos de amplo espetro classificados em quinolonas, e seus 

derivados fluoroquinolonas, sulfonamidas e oxazolidinonas exercem ação antibacteriana 

através da interação com o DNA girase e das topoisomerases bacterianas II e IV, aos quais 

participam juntas na replicação, transcrição, recombinação e reparo do DNA (GUIMARÃES et 

al., 2010; HERNÁNDEZ et al., 2012). 

Além disso, existem inúmeras classificações e formulações de antibióticos de grande 

importância antibacteriana, dentre estas estão os macrolídeos (eritromicina), tetatraciclinas, 

daptomicina, platesimicina, peptídios cíclicos (glicopetídeos, lipodepsipetídeos), bem como 

estreptograminas, lincosamidas, cloranfenicol, rifampicinas, entre outros, sendo alguns 

destinados a inibirem a síntese de RNA (transcrição bacteriana), ligando-se à subunidade β da 

RNA-polimerase em bactérias, cloroplastos e mitocôndrias (rifampicina) (GUIMARÃES et al., 

2010; MADIGAN et al., 2016). Ainda, alguns antibióticos são produzidos por bactérias, que 

possuem a função primordial de inibir a síntese proteica de outras espécies bacterianas, como 

por exemplo os aminoglicosídeos, que incluem a estreptomicina (Streptomyces griseus), e seus 

derivados, como a canamicina, neomicina e gentamicina (GUIMARÃES et al., 2010). 

Entende-se que a identificação de espécies bacterianas pertencentes aos gêneros Bacillus e 

gêneros correlacionados é sempre desafiadora, devido, principalmente, a variabilidade 

fenotípica encontrada nesses organismos. No entanto, a identificação dessas espécies com base 

nos resultados de testes de suscetibilidade é algo possível de ser alcançado, uma vez que existem 

diferentes níveis de suscetibilidade e resistência, dessas espécies, a determinados grupos de 

antibióticos, que podem ser consideradas características adequadas para a identificação (REVA 

et al., 1995).   

  

4.2. OBJETIVO GERAL 

 

Determinar o perfil de resistência a antibiótico de 37 cepas bacterianas pertencentes aos 

gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus como uma premissa de isolamento e 

característica taxonômica das espécies.   

 

4.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

• Determinar o perfil de resistência a antimicrobianos das espécies Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. pelo método de disco-difusão e/ou 

antibiograma; 
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• Determinar o perfil de resistência a antimicrobianos das espécies Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. pelo método de difusão em ágar; 

 

• Realizar uma comparação entre os dois métodos; 

 

• Confrontar os protocolos de isolamento de Bacillus descritos pela OMS 1985 e 1987; 

 

• Correlação de genes de resistência à antibióticos detectados no genoma das estirpes 

sequenciadas 

 

4.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.4.1. Seleção, cultivo e preparo das estirpes  

 

Foram selecionadas 37 estirpes, pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados 

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – CENARGEN, ao qual foram identificadas 

previamente por sequenciamento genético e qPCR, conforme descrito nos Capítulos 1 e 2, 

originando em 14 estirpes pertencem ao grupo Bacillus cereus sensu lato, sendo seis isolados 

de B. thuringiensis (S1450, S1576, S2782, S0615, S2566 e S1989), três de B. cereus sensu 

stricto (S0953, S0663, S0167), um B. mycoides (S2786), um B. tropicus (S0043), B. luti 

(S1624), B. toyonensis (S1647), B. paranthracis (S2781) e 16 estirpes pertencentes ao grupo 

Bacillus subtilis sensu lato, sendo cinco B. subtilis sensu stricto (S2794, S2796, S2896, S2790, 

S2776), seis B. amyloliquefaciens (S2785, S2784, S2787, S2788, S2791, S2536), dois B. 

pumilus (S2783 e S2795), um B. atrophaeus (S2792) e um B. spizizenii (S2893). As outras 

estirpes foram definidas como sendo Priestia megaterium (B. megaterium) (S1338), Priestia 

aryabhattai (B. aryabhattai) (S2538), Lysinibacillus capsici (S2894), Lysinibacillus sphaericus 

(S0002 e S0127), Brevibacillus laterosporus (S1431 e S1438).  

Os isolados bacterianos foram cultivados em meio de cultura Embrapa-líquido por 72h 

a 30 ºC (MONNERAT et al., 2007). Para os dois métodos, a turvação da solução bacteriana foi 

ajustada conforme a escala de 0,5 Mac Farland Standart (1,5 x 108 UFC/mL). 

 

4.4.2. Disco-Difusão 
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O método de disco-difusão (BAUER et al., 1966), da marca Cefar Diagnótica Ltda©, 

lote D0030 foi utilizado para verificar a ação antimicrobiana sobre as estirpes em estudo. Assim, 

foram utilizados os antibióticos: rifampicina (5 μg/mL); cloranfenicol (30 μg/mL); vancomicina 

(30 μg/mL); clindamicina (2 μg/mL); eritromicina (15 μg/mL); penicilina G (10 μg/mL); 

oxacilina (1 μg/mL); levofloxacino (5 μg/mL); ciprofloxacina (5 μg/mL); cotrimoxazol (25 

μg/mL); tetraciclina (30 μg/mL); gentamicina (10 μg/mL), ceftazidima (30 μg/mL); ampicilina  

(10 μg/mL); cefazolina (30 μg/mL); amicacina (30 μg/mL); amoxicilina + ácido clavulânico 

(20/10 μg/mL); cefepima (30 μg/mL); azitromicina (30 μg/mL); ceftriaxona (30 μg/mL). 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo realizado em triplicata. 

Uma porção de 2 mL do inóculo bacteriano foi semeado por toda a superfície da placa de Petri 

(15 cm) contendo meio de cultura Embrapa-ágar e, com auxílio de pinças esterilizadas foram 

depositados os discos contendo os antibióticos. Além disso, na determinação do controle 

positivo e negativo foram depositadas sobre a superfície das placas de Petri, discos de papeis 

filtros embebidos com dH2O Mili Q autoclavada. 

As placas de Petri foram então acondicionadas em estufa a 30 ºC por 24 h. Após esse 

período de incubação, as zonas de inibição foram mensuradas com auxílio de um paquímetro, 

graduado em milímetros. As determinações das zonas de inibição foram baseadas e adaptadas 

conforme Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019, em que foram consideradas 

espécies resistentes com o diâmetro do halo de inibição < 14 mm ou suscetíveis com diâmetro 

do halo de inibição > 15 mm. 

 

4.4.3. Diluição em Ágar 

 

O método por diluição em ágar consistiu no preparo de placas contendo EMBRAPA-

ágar (MONNERAT et al., 2007) com diferentes concentrações de antibióticos. Assim, foram 

selecionados 23 antibióticos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) em forma de pó, como 

penicilina G, clindamicina, eritromicina, vancomicina, rifampicina, cefazolina, ceftriaxona, 

cloranfenicol, ampicilina, oxacilina, tetraciclina, lincomicina, claritromicina, polimixina B, 

clortetraciclina, sulfametoxazol, canamicina, azitromicina, cotrimoxazol, cloxacilina 

monohidratada, estreptomicina, amicacina e levofloxacino. 

Para construção das soluções estoques, os antibióticos foram solubilizados pelos 

solventes, água estéril (penicilina G, clindamicina, vancomicina, ceftriaxona, oxacilina, 

estreptomicina, cloxacilina monohidratada, canamicina, levofloxacino e polimixina B), álcool 
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etílico 100% (cefazolina, cloranfenicol, ampicilina, clortetraciclina, tetraciclina, amicacina, 

lincomicina, claritormicina, azitromicina e cotrimoxazol) e dimetilsulfureto (rifampicina e 

sulfametoxazol). Posteriormente, essas soluções foram esterilizadas por filtro (unidade de filtro 

acionada por seringa MILLEX-GP de 0,45 µm – Millipore). 

  As concentrações inibitórias mínimas (CIMs - μg/mL) foram definidas em 30, 70, 110, 

150, 200, 250 e 300 µg/mL para todos os antibióticos avaliados. Essas concentrações foram 

diluídas em 50 mL de meio Embrapa-ágar em estado liquefeito (60 ºC) e adicionados em placas 

de Petri. Essas placas foram então, acondicionadas em estufa por 72h a 30 º C, a fim detectar 

qualquer possível contaminante no meio. 

Passado esse período, iniciou-se o ensaio pela inserção de papeis filtros, anteriormente 

autoclavados, embebidos com solução bacteriana. Esses discos foram dispostos em quatro 

pontos da placa e o ensaio foi realizado em triplicata. Ao fim, as placas foram acondicionadas 

em estufa a 30 ºC, sendo a primeira avaliação realizada após 24 h, e a segunda após 48 h. A 

avaliação consistiu na verificação do crescimento bacteriano sobre a ação do antibiótico em 

função da CIM. 

 

4.5.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.5.1. Disco-difusão 

 

 

O teste de resistência a antimicrobianos por disco-difusão indicou que 95% dos isolados 

de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. foram resistentes a pelo 

menos um ou mais dos 20 antibióticos testados, sejam os mesmos pertencentes a uma classe 

farmacológica semelhante ou a diferentes grupos químicos.  

Houve uma maior resistência aos antimicrobianos do grupo dos β-lactâmicos, sendo 

70% das estirpes resistentes à oxacilina, 65% à penicilina, 49% à ampicilina e 35% a 

amoxicilina + ácido clavulânico. Também foi constatado, que grande parte das cepas foram 

resistentes à compostos membros das cefalosporinas, grupo químico também pertencente aos 

β-lactâmicos, como a cefepima (49%), ceftazidima (49%), ceftriaxona (27%) e cefazolina 

(25%). 

O comportamento de resistência à compostos originados de outras classes 

farmacológicas também foi constatado, uma vez que 70% das cepas foram resistentes a 

azitromicina, um composto da classe dos macrolídios. Além disso, 34% foram resistentes à 
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cotrimoxazol, um antimicrobiano do grupo das sulfonamidas, 16% a rifampicina, do grupo dos 

macrocíclicos, e 13% a clindamicina, uma lincosamida. 

Poucas foram as espécies resistentes a cloranfenicol (5%), eritromicina (5%) e 

vancomicina (2%), e todas as cepas foram suscetíveis a amicacina, ciprofloxacina, gentamicina, 

levofloxacino e tetraciclina (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Perfil de resistência a antibióticos por disco-difusão de espécies de Bacillus 

spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. com base no diâmetro da zona 

de inibição (mm); (preto) resistência, (cinza) suscetível. 

 

A maioria das espécies pertencentes ao grupo Bacillus cereus sensu lato foram 

resistentes aos antibióticos da classe dos β-lactâmicos, com exceção apenas de uma cepa de B. 

cereus (S0953), ao qual foi suscetível à cefepima, ceftazidima, ceftriaxona e cefazolina. A 

estirpe S1624 (B. luti) foi suscetível a ceftazidima e as cepas S2786 (B. mycoides) e S2781 (B. 

paranthracis) foram sensíveis a ceftazidima e ceftriaxona. Entre os isolados de B. thuringiensis 

houve um comportamento similar de resistência aos antibióticos, contudo, o isolado S2566 (B. 

thuringiensis) foi resistente à clindamicina e eritromicina, enquanto os isolados S1989 e S2782 

apresentaram resistência a rifampicina. 

De acordo com a literatura, espécies pertencentes ao grupo Bacillus cereus s.l. são 

naturalmente resistentes à antibióticos β-lactâmicos, devido principalmente ao seu conteúdo β-

lactamases e/ou por possuírem o gene de resistência metallo-beta lactamase em seus genomas, 
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sendo esse gene detectado no genoma das estirpes sequenciadas do grupo B. cereus. Além disso, 

alguns estudos revelam que essas espécies também possuem resistência a outros antibióticos 

comumente usados, como cloranfenicol, gentamicina, imipenem, eritromicina, tetraciclina e a 

combinação de trimetoprim/sulfametoxazol (HARIRAM; LABBE, 2015; OWUSU-

KWARTENG et al., 2017; FRENTZEL et al., 2018; GYÖRGY et al., 2021). Ademais, o 

mesmo comportamento de resistência foi observado por Luna et al. (2007) em espécies do 

grupo B. cereus s.l, especificamente B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides e B. 

pseudomycoides. Esses autores constataram que essas espécies foram resistentes à amoxicilina, 

ampicilina, ceftriaxona, penicilina e oxacilina, e um único Bt apresentou resistência 

intermediária a clindamicina, sendo muito semelhante ao que foi observado nesse estudo. 

 Em contrapartida, as estirpes pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato foram mais 

suscetíveis aos antibióticos do que as estirpes do grupo B. cereus s.l. A título de exemplo, os 

isolados S2785 (B. amyloliquefaciens) e S2796 (B. subtilis) foram suscetíveis a todos os 

antimicrobianos testados.  

Além disso, foi verificado um padrão de resistência heterogênico interespécies e 

intraespécies nesse grupo filogenético. Por exemplo, a cepa S2794 foi o único B. subtilis do 

grupo a ser resistente a ampicilina e a cloranfenicol, enquanto a cepa S2896 foi resistente apenas 

à penicilina.  

As cepas de B. pumilus, S2783 e S2795 foram unicamente resistentes à cefepima, 

entretanto, a estirpe S2783 foi resistente também à azitromicina, ceftazidima e oxacilina, 

enquanto a S2795 foi resistente a apenas à cotrimoxazol e cloranfenicol. Ao contrário desses 

resultados, Irkitova et al. (2019) constataram em estudo que o nível de suscetibilidade de três 

cepas de B. pumilus foi homogêneo, ou seja, semelhante entre as estirpes. Além disso, esses 

autores indicaram que um nível diverso de suscetibilidade à antibióticos pode sugerir uma maior 

variabilidade genética entre bactérias de mesma espécie.  

Também foi constatado que a espécie de B. spizizenii (S2893) foi resistente à 

vancomicina, rifampicina e eritromicina. Enquanto, a cepa S2777, um B. licheniformis foi 

resistente à azitromicina, clindamicina e oxacilina. A estirpe S2792 foi resistente a apenas 

rifampicina. Os perfis de resistência das estirpes de B. amyloliquefaciens foram bastante 

similares entre si, sendo constatada resistência a ampicilina, azitromicina, oxacilina e penicilina 

entre as cepas (Tabela 1).  
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Tabela 1. Perfil de resistência das espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. Em que: Amicacina (Ami), 

Amoxicilina + Ácido clavulânico (Amc), Ampicilina (Amp), Azitromicina (Atm), Cefazolina (Cfz), Cefepima (Cpm), Ceftazidmia (Caz), 

Ceftriaxona (Cro), Ciprofloxacino (Cip), Clindamicina (Cli), Cloranfenicol (Clo), Cotrimoxazol (Sut), Eritromicina (Eri), Gentmicina (Gen), 

Levofloxacino (Lvx), Oxacilina (Oxa), Penicilina (Pen), Rifampicina (Rif), Tetraciclina (Tet), Vancomicina (Van). R = espécies resistentes; (-) = 

espécies suscetíveis. 
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S0002 - - - R - - R - - - - R - - - R - - - - 
 

S0043 - R R R R R R - - - - R - - - R R R - - 
 

S0127 - - - R - - R - - - - - - - - R - - - - 
 

S0167 - R R R - R R R - - - R - - - R R - - - 
 

S0615 - R R R R R R R - - - - - - - R R - - - 
 

S0663 - R R R R R R R - - - R - - - R R - - - 
 

S0953 - R R R - - - - - - - R - - - R R - - - 
 

S1338 - - R R - - - - - R - - - - - R R - - - 
 

S1431 - - R R - R R - - - - R - - - R R - - - 
 

S1438 - - - R - R R - - - - - - - - R - - - - 
 

S1450 - R R R R R R R - - - R - - - R R - - - 
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S1576 - R R R R R R R - - - - - - - R R - - - 
 

S1624 - R R R - R R R - - - - - - - R R - - - 
 

S1647 - R R R R R R R - - - - - - - R R R - - 
 

S1989 - R R R R R R R - - - - - - - R R R - - 
 

S2536 - - - R - - - - - - - - - - - - - - - - 
 

S2538 - - - - - - - - - R - - - - - - - - - - 
 

S2566 - R R R R R R R - R - R R - - R R - - - 
 

S2776 - - - R - - - - - - - - - - - - - - - - 
 

S2777 - - - R - - - - - R - - - - - R - - - - 
 

S2781 - R R R - R R - - - - R - - - R R - - - 
 

S2782 - R R R R R R R - - - R - - - R R R - - 
 

S2783 - - - R - R R - - - - - - - - R - - - - 
 

S2784 - - R - - - - - - - - - - - - - R - - - 
 

S2785 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 

S2786 - - - R - R R - - - - R - - - R R - - - 
 

S2787 - - R - - - - - - - - - - - - R R - - - 
 

S2788 - - - - - - - - - - - - - - - R R - - - 
 

S2790 - - - R - - - - - - - - - - - - - - - - 
 

S2791 - - - R - - - - - - - - - - - R R - - - 
 

S2792 - - - - - - - - - - - - - - - - - R - - 
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S2794 - - R - - - - - - - R - - - - - R - - -  

S2795 - - - - - R - - - - R R - - - - - - - - 
 

S2796 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 

S2893 - - - - - - - - - R - - R - - R R R - R 
 

S2894 - - - R - R - - - - - - - - - R - - - - 
 

S2896 - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - 
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4.5.2. Diluição em Ágar 

 

 Para melhor compreensão e visualização desses resultados, vide Apêndice III. Em uma 

análise comparativa entre os dois ensaios de perfil de resistência por disco-difusão e diluição 

em ágar, constatou-se que os resultados obtidos por ambos os ensaios foram similares, uma vez 

que houve suscetibilidade das 37 cepas a amicacina e levofloxacino, e resistência a antibióticos 

do grupo β-lactâmicos por quase todos isolados, inclusive os do grupo B. cereus.  

No entanto, foram observadas pequenas divergências no comportamento das estirpes 

sobre alguns compostos, como por exemplo ao uso do cloranfenicol, em que algumas cepas 

foram resistentes a esse fármaco em disco-difusão, e quando diluído em ágar verificou-se que 

todas as espécies foram suscetíveis a esse antibiótico. O mesmo fato foi constatado com o uso 

da azitromicina, em que 70% das estirpes foram resistentes a esse composto por disco-difusão, 

porém quando administrado em ágar, apenas as cepas S1989 e S2566 foram resistentes.  

Esses resultados, portanto, revelam a existência de variações espécie- específicas nas 

resistências antimicrobianas das estirpes, bem como a existência de características intrínsecas 

atribuídas a cada espécie (ADIMPONG et al., 2012). Além disso, pequenas variações na 

temperatura, composição do meio e solubilização do antibiótico, podem permitir que os 

antimicrobianos acessem enzimas, que inibam, retardam ou ativem o mecanismo de resistência 

na espécie (LUNA et al., 2007). 

Em uma avaliação geral, poucos foram os antibióticos eficientes na diferenciação e 

caracterização das espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus 

spp., uma vez que houve um alto índice de espécies resistentes aos antibióticos testados. Assim, 

verificou-se que 89% dos isolados foram resistentes a sulfametoxazol, com concentrações 

inibitórias mínimas (CIM) variando de 30 µg/mL e 70 µg/mL entre as cepas, com exceção da 

estirpe S1647 (B. toyonensis), cuja CIM foi de 150 µg/mL, sendo esse um possível fator de 

identificação para a espécie. Um padrão semelhante de resistência foi observado com o 

antibiótico clortetraciclina, em que 43% das espécies foram resistentes a esse antimicrobiano a 

uma CIM de 30 µg/mL e 70 µg/mL, no entanto, a cepa S0043 (B. tropicus) foi resistente até a 

CIM de 110 µg/mL. 

 Os antibióticos penicilina e polimixina B ocuparam o segundo maior índice de estirpes 

resistentes, representado por 81% das cepas. É perceptível que as espécies do grupo B. cereus 

s.l. foram as mais recorrentes, sendo a CIM, em grande parte, definido em 300 µg/mL. 

Entretanto, a resistência a esses compostos não foi somente exclusiva dessas espécies, mas 
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também de espécies como B. amyloliquefaciens, B. subtilis, Brevibacillus spp. Lysinibacillus 

spp., além de outras, que resistiram a ação desses compostos em CIMs de até 300 µg/mL. 

 O protocolo de isolamento e identificação de agentes de biocontrole produzido pela 

OMS de 1987 (WORD, 1987) descrevem que as espécies de B. thuringiensis e B. cereus são 

eficientemente isoladas e identificadas por penicilina, devido a resistência dessas espécies a 

esse antibiótico. De fato, isso é constatado nesse estudo, no entanto, o protocolo frisa que essas 

espécies são as únicas resistentes a esse antimicrobiano, fato esse desmitificado nesse trabalho, 

uma vez que houve um número diversificado de espécies de Bacillus spp. resistentes a esse 

composto, inclusive todo o grupo B. cereus s.l. Assim, realizar a caracterização de espécies de 

B. thuringiensis e B. cereus por essa técnica, pode levar à isolamentos e identificações erróneas, 

uma vez que várias bactérias do grupo B. cereus sensu lato foram resistentes a esse composto, 

e a outros antibióticos do grupo β-lactâmicos, bem como apresentam caracterizações 

morfológicas bastante similares entre si. 

 Desse modo, verificou-se que 70% cepas foram resistentes à ampicilina, oxacilina 

(57%), cefazolina (48%), cloxacilina monohidratada (46%) e ceftriaxona (38%). Entretanto, 

para esses antibióticos, com exceção da cefazolina, apenas as espécies pertencentes ao grupo 

B. cereus s.l. cresceram até a concentração máxima de 300 µg/mL. Houve também resistência 

das cepas S1338, S2538, S2566, S2777 e S2790 ao antibiótico clindamicina, sendo a S2566 (B. 

thuringiensis) a única estirpe resistente até CIM de 300 µg/mL. Esse mesmo comportamento 

de resistência foi observado com uso da eritromicina, em que houve três isolados resistentes até 

a CIM de 30 µg/mL, S1647, S2790, S2893 e duas estirpes resistentes até CIM de 70 µg/mL 

S2538 e S2566. 

 Em situações mais pontuais, em que o uso do antibiótico se tornou um fator de 

isolamento e identificação para a espécie, verificou-se que os isolados de Lysinibacillus 

sphaericus (S0002 e S0127) foram as únicas resistentes a estreptomicina sob a CIM de 300 

µg/mL. No entanto, esse comportamento não foi replicado na estirpe S2894 pertencente ao 

mesmo gênero. Isso indica que este antibiótico pode ser um bom produto para ser utilizado no 

isolamento de espécies de L. sphaericus (WORD, 1985). Seguindo essa mesma premissa, a 

cepa S2792, B. atrophaeus foi resistente a rifampicina a 200 µg/mL. A cepa S2893, B. spizizenii 

foi resistente à vancomicina na concentração de 150 µg/mL e à cotrimoxazol na CIM de 200 

µg/mL. O isolado S1431, após 48h de incubação foi resistente ao antibiótico canamicina a 150 

µg/mL. A espécie de B. thuringiensis S2566 foi resistente a claritromicina a 110 µg/mL. A 
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azitromicina as estirpes S1989 e S2566, duas espécies de B. thuringiensis foram resistentes a 

70 µg/mL e 200 µg/mL respectivamente.  

 A resistência bacteriana aos antimicrobianos deve-se principalmente as propriedades 

intrínsecas, ou seja, as características fenotípicas naturais de cada espécie, ou pela à aquisição 

de genes de resistência advindos de elementos genéticos móveis, como plasmídeos e 

transposons, ou a mutação de genes (EUROPEAN COMMISSION, 2005, EFSA, 2012, 

HERNÁNDEZ et al., 2011). Essas propriedades adquiridas ou fenotípicas podem tornar as 

bactérias capazes de inativar rapidamente antibióticos específicos através da degradação, 

exportação dos antibióticos para fora da célula através do sistema de efluxo ou alteração do 

sítio alvo do antibiótico (EUROPENA COMMISSION, 2005, BUTAYE, 2003, EFSA, 2012). 

 Ao usar ensaios clássicos de testes de resistência fenotípica, como métodos de disco-

difusão e diluição em ágar, não é possível distinguir a resistência entre intrínseca e/ou adquirida 

(EFSA, 2012). Assim, a análise de sequência baseada no genoma torna possível detectar a 

presença de elementos genéticos móveis portadores de genes de resistência (AGERSØ et al., 

2019).  

 Diante desse contexto, através da análise do genoma das estirpes sequenciadas (Capítulo 

1), verificou-se a presença de genes de resistência a antibióticos, sendo em maior parte presentes 

nas espécies pertencentes ao grupo B. cereus s.l, como S2781, S0043, S2566, S0953, S2786 

(Tabela 3). Nessas cepas foram detectados genes de resistência à penicilina (bla), cloranfenicol 

(cat), tetraciclina (tetV e MMR peptide), ampicilina (bla 1, bla 2, bla 3), clindamicina (speG), 

oxacilina (fruB, gmk, hpt, purB, prsA, relA), ceftriaxona (Metallo-beta-lactamase), polimixina 

B (phoB), clortetraciclina (tetA, tetD, tetC, TetM/TetO), sulfametoxazol (folP, dhps), amicacina 

(aac(6’)), cloxacilina monohidratada (mecA1 e mecA2), eritromicina (ermB) e vancomicina 

(vanW, vanRB, vanR, vanY). 

 Para as espécies sequenciadas do grupo B. subtilis s.l, como S2536, S2784, S2788, 

S2785, S2787, S2791, S2794, S2795, S2796 e S2896 foram detectados os genes de resistência 

à cefazolina (ampC), à clortetraciclina (tetD) e à lincomicina (irmrA e irmrB). No entanto, 

apenas a estirpe S2791 (B. amyloliquefaciens) foi resistente a lincomicina a 70 µg/mL. 

Não foram encontrados genes de resistência aos antibióticos estreptomicina, 

claritromicina, rifampicina, levofloxacino, azitromicina, cotrimoxazol e canamicina em 

nenhuma estirpe sequenciada. Também não foram detectados genes de resistência nas estirpes 

S2777, S2893, S2894, S1338, S2538. 
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 De fato, a presença de alguns genes de resistência corrobora com os resultados de perfis 

de resistência obtidos pelos métodos de disco-difusão e por diluição em ágar, principalmente 

para as espécies do grupo B. cereus s.l. Todavia, é perceptível que existem divergências na 

comparação de alguns resultados, como por exemplo, a presença de genes de resistência a 

vancomicina detectados nos genomas das espécies do grupo B. cereus s.l, sendo as mesmas 

suscetíveis a esse antimicrobiano quando realizados testes in vitro. No entanto, na cepa S2786 

verificou-se a ocorrência do gene de resistência à amicacina, aac (6’), em seu genoma, porém 

a mesma foi suscetível a esse antimicrobiano, sendo esse fato explicado, teoricamente, pela não 

expressão do gene na espécie.  

Também foi encontrada na estirpe de Brevibacillus laterosporus (S1438) a presença do 

gene de resistência a clortetraciclina (tetD), no entanto, essa cepa foi suscetível a esse 

antimicrobiano, enquanto a cepa S1431, outro Brev. laterosporus, foi o que apresentou 

resistência a esse antibiótico em uma CIM de 30 µg/mL, desse modo, observa-se há uma 

variabilidade de resistência dentre espécies.  

Assim, em uma análise geral, é cabível dizer que a presença do gene não condiciona a 

expressão do mesmo no isolado, uma vez que a presença de um agrupamento gênico ou de um 

gene isolado em uma determinada cepa, não garante que a estirpe em questão, seja capaz de 

produzir ou expressar o metabólito esperado, uma vez que pode ocorrer silenciamento de genes 

(HARWOOD et al., 2018).  

Ainda, a ausência ou a não detecção de um determinado gene de resistência, não exclui 

a possibilidade da espécie ser resistente a um antibiótico, visto que existem uma infinidade de 

genes que possivelmente não foram explorados durante a análise da genômica comparativa. 

 

Tabela 3. Triagem dos genes de resistência das espécies sequenciadas. 

Antibióticos Genes/Protein id Estirpes 

Penicilina 
Beta-lactamase (Bla) – EEN02991.1 

S2566, S0953, S0043, 

S2786, S2781 

Beta-lactamase (Bla) – EEN02341.1 S2566, S0953, S2786 

Cloranfenicol 

Chloramphenicol acetyltransferase (cat) – 

EEN03078.1 

 

S2566, S0953, S0043 

Chloramphenicol acetyltransferase (cat) – 

EEN03042.1 

 

S2566, S0953, S2786, 

S0043 
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Tetraciclina 

Tetracycline resistance determinant tetV 

(tetV) – EEN03616.1 

S2566, S2786, S0043, 

S2781 

Tetracycline resistance protein, metal-

tetracycline/H+ antiporter (MMR peptide) 
S2566, S0953, S0043 

Ampicilina 

Beta-lactamase – EEM56506.1 
S2781, S0043, S0953, 

S2786 

Beta-lactamase 2 – EEM58965.1 S2781, S0043, S0953,  

Beta-lactamase 3 – EEM56128.1 S2566, S0953, S2786 

Clindamicina 
diamine N-acetyltransferase (spermidine 

acetyltransferase) (speG) – AAU15475.1 
S2781, S2566, S0043, S0953 

Cefazolina 
Cephalosporinase (ampC) – 

AEK89513.1 

S2784, S2788, S2785, 

S2787, S2791, S2536 

Ceftriaxona 

Metallo-beta-lactamase – EEN03296.1 
S2566, S0953, S2781, 

S0043, S2786 

Metallo-beta-lactamase – EEN03019.1 S2566, S0953, S0043, S2781 

Metallo-beta-lactamase – EEN02654.1 S2566, S0953 

Metallo-beta-lactamase – EEN02524.1 S2566, S0953, S0043, S2781 

Oxacilina 

1-phosphofructokinase (fruB) – 

AAT60541.1 
S2781, S0043, S2786, S0953 

guanylate kinase (gmk) – AAT60627.1 
S2781, S0043, S0953, 2566, 

S2786 

Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase (hpt) – 

AAT60973.1 

S0043, S2781, S2786, 

S2566, S0953 
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adenylosuccinate lyase (purB) – 

AAT61303.1 

 

S0043, S2781, S2566, 

S0953, S2786 

protein export protein prsA (prsA) – 

AAT62352.1 

 

S2781, S0043 

GTP diphosphokinase (GTP 

pyrophosphokinase) (relA) – 

AAT63691.1 

S0043, S2781, S2566, 

S0953, S2786 

Polimixina B 

Alkaline phosphatase synthesis 

transcriptional regulatory protein phoP 

– EEN01039.1 

S2566, S0953, S2781, 

S0043, S2786 

Alkaline phosphatase synthesis 

transcriptional regulatory protein phoP 

– EEM98933.1 

S2566, S0953, S2781, 

S0043, S2786 

Clortetraciclina 

tetA – AKR35333.1 S2566, S0953, S0043, S2786 

tetD – QHM17925.1 

S2794, S2796, 2896, S2536, 

S2784, S2788, S2787, 

S2791, S2785, 1438 

tetC – VIJ07022.1 S2566 

TetM/TetO – EEN02562.1 

S2566, S0953, S0043, 

S2786, S2781 

Sulfametoxazol 

Dihydropteroate synthase (folP) – 

ABK83487.1 

S2781, S0043, S2566, 

S0953, S2786 

Dihydropteroate synthase (dhps) – 

EEM43996.1 

S2566, S0953, S0043, 

S2781, S2786 

Amicacina 6'-N-acetyltransferase type Ib (aac(6')-

Ib) – A0A1I6C487 
S2786 

Cloxacilina 

Monohidratada 
Adapter protein mecA 1 – EEN04193.1 

S2566, S0953, S2781, 

S0043, S2786 



 

166 

 

Adapter protein mecA 2 – EEN03867. 1 

S2566, S0953, S2781, 

S0043, S2786 

Eritromicina ermB – AAL91931.1 S2566 

Vancomicina 

Vancomycin B-type resistance protein 

(vanW) – EEN04719.1 
S2781, S0043, S2786, S0953 

Two-component response regulator 

(vanRB) – EEN04276.1 
S0953 

Two-component response regulator 

(vanR) – EEN03596.1 
S2781, S0043 

carboxypeptidase VanY/endolysin of 

Bacillus cereus – EEM42132.1 

S2566, S0953, S0043, 

S2781, S2786 

Peptidase M15B and M15C DD-

carboxypeptidase VanY/endolysin – 

EEM37774.1 

S2566, S953, S2786 

Vancomycin B-type resistance protein 

vanW – EEM36962.1 
S0953, S0043, S2781, S2786 

Vancomycin B-type resistance protein 

vanW – EEM34690.1 
S0953, S2566, S2786 

Lincomicina 

ImrA - AHZ14288.1 

 

S2785, S2536, S2791, 

S2784, S2788, S2787 

 

ImrB - AHZ14287.1 

 

S2785, S2536, S2791, 

S2784, S2788, S2787 

 

4.6. CONCLUSÕES 

 

 Os resultados dos perfis de resistências entre os métodos foram de forma geral similares, 

havendo pequenas variações entre cada método, como a existência de espécies resistentes a 

determinado antibiótico pela técnica de disco-difusão, porém suscetíveis quando diluídas em 

ágar.  
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Os antibióticos auxiliaram na compreensão do perfil bioquímico dessas espécies, 

contudo, poucos foram os antibióticos eficientes na diferenciação e na caracterização das 

espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp., uma vez 

diversas estirpes, principalmente aquelas pertencentes ao mesmo grupo filogenético 

apresentaram padrões de resistência bastante similares.  

 As espécies do grupo Bacillus cereus sensu lato formaram o maior índice de espécies 

resistentes nesse estudo, devido principalmente pela existência de vários genes de resistência 

detectados em seus genomas. Ademais, as espécies pertencentes a esse grupo são difíceis de 

serem separadas somente pela ação do antibiótico, o que poderia levar a interpretações e 

identificações ambíguas para essas bactérias. 

  Os resultados obtidos por esse estudo contradizem os apresentados nos protocolos de 

isolamento da OMS (1985 e 1987), uma vez que houve uma diversidade de estirpes resistentes 

a penicilina, e não somente B. thuringiensis, como trata o protocolo.  
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CAPÍTULO 5 - IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS DOS GÊNEROS Bacillus, 

Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus POR ESPECTROMETRIA DE MASSA - MALDI 

TOF 

 

RESUMO 

 

A Espectrometria de Massa - MALDI-TOF MS é uma metodologia extremamente rápida e 

eficaz, que vem sendo utilizada em laboratórios de microbiologia em todo o mundo, inclusive 

no Brasil, para identificação bacteriana, bem como para verificação de alguns mecanismos de 

resistência e tipagem de amostras. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi realizar a 

abordagem comparativa por MALDI-Biotyper visando à identificação de 37 isolados de 

Bacillus e espécies de gêneros correlacionados, advindos da Coleção Bacteriana de 

Invertebrados -– Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As 37 cepas foram selecionadas 

e destinadas a dois ensaios de identificação, em que o primeiro ensaio consistiu na identificação 

das 37 cepas por meio do confronto com o banco de dados privado e disponível no software 

MALDI-Biotyper®. Nesse ensaio, verificou-se que apenas uma estirpe, dentre 37 em estudo, 

foi identificada 100% a nível de gênero e espécie pela plataforma comercial MALDI-

Biotyper®, sendo a estirpe S2786, denominada como B. mycoides. O segundo ensaio consistiu-

se na criação de um banco de dados suplementar pela inserção dos espectros obtidos das 37 

cepas anteriores. Posteriormente, realizou-se a identificação dessas cepas, como forma de 

validação do método, por meio do confronto com o banco de dados suplementar criado. Os 

resultados obtidos nesse segundo ensaio indicaram que apenas 9 cepas foram identificadas 

corretamente. Para as 28 cepas restantes não foi possível determinar uma identificação viável e 

contundente. Conclui-se que a identificação das espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, 

Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus foi comprometida nesse estudo, visto que a biblioteca 

privada disponível na plataforma comercial MALDI-Biotyper® apresenta restrição no número 

e na diversidade de espécies registradas, pertencentes a esses gêneros Além disso, a 

identificação das espécies por MALDI-Biotyper® mostrou-se restrita, uma vez que houve 

limitações por parte do software em identificar pontos de distinção que poderiam ser relevantes 

na diferenciação de espécies, principalmente daquelas espécies próximas filogeneticamente.  

 

Palavras-chaves: MALDI-Biotyper; Bacilli; Banco de dados. 
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ABSTRACT 

 

Mass Spectrometry - MALDI-TOF MS is an extremely fast and effective methodology, which 

has been used in microbiology laboratories all over the world, including Brazil, for bacterial 

identification, as well as for verifying some resistance mechanisms and typing of samples. Thus, 

the objective of this work was to carry out a comparative approach by MALDI-Biotyper  

aiming at the identification of 37 Bacillus isolates and species of correlated genera, from the 

Bacterial Collection of Invertebrates -– Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. The 

37 strains were selected and destined for two identification trials, in which the first trial 

consisted of identifying the 37 strains by comparing them with the private database available 

in the MALDI-Biotyper® software. In this assay, it was found that only one strain, among 37 

in the study, was 100% identified at the genus and species level by the commercial platform 

MALDI-Biotyper®, being the strain S2786, called B. mycoides. The second trial consisted of 

creating a supplementary database by inserting the spectra obtained from the 37 previous 

strains. Subsequently, the identification of these strains was carried out, as a way of validating 

the method, through comparison with the supplementary database created. The results obtained 

in this second trial indicated that only 9 strains were correctly identified. For the remaining 28 

strains, it was not possible to determine a viable and convincing identification. It is concluded 

that the identification of species belonging to the genera Bacillus, Lysinibacillus, Priestia and 

Brevibacillus was compromised in this study, since the private library available on the 

commercial platform MALDI-Biotyper® has a restriction on the number and diversity of 

registered species belonging to these genera In addition, the identification of species by 

MALDI-Biotyper® proved to be restricted, since there were limitations on the part of the 

software in identifying points of distinction that could be relevant in the differentiation of 

species, especially those species that are phylogenetically close. 

 

Keywords: MALDI-Biotyper®; Bacilli; Database.  
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5.1. INTRODUÇÃO 

 

As linhagens de bactérias formadoras de esporos são agrupadas em 40 gêneros e sete 

famílias, sendo estas assim denominadas: Bacillaceae, Alicyclobacillaceae, Paenibacillaceae, 

Planococcaceae, Pasteuriaceae, Sporolactobacillaceae e Thermoactinomycetace, todas 

pertencentes a ordem Bacillalles, classe Bacilli (GALPERIN et al., 2013; LOGAN E HALKET, 

2011; DE VOS et al., 2009; LOGAN, 2009; FRITZE, 2004).  

Os representantes desta ordem e classe são abundantes no solo, no ar e na água e sua 

biodiversidade é amplamente utilizada como fontes de enzimas industriais destinadas às 

indústrias alimentícia, têxtil, química e farmacêutica, como antibióticos (STAROSTIN et al., 

2015; ZHAO; KUIPERS, 2016). Além disso, muitas dessas espécies possuem elevado potencial 

de uso ambiental e agrícola, como na forma de bioinoculantes para a promoção de crescimento 

vegetal, solubilização de fósforo, fixação de nitrogênio, como biorremediadores de sistemas 

contaminados, e principalmente como biopesticidas para o controle de pragas e doenças de 

interesse agrícola e vetores de doença (GOI et al., 2006; LANNA-FILHO et al., 2010; 

RAMÍREZ et al., 2014). 

Dentro da classe Bacilli, o gênero que integra o maior número de espécies formadoras 

de endósporos é o gênero Bacillus (GORDON et al., 1973). No entanto, ao longo de 30 anos, a 

sistemática de classificação deste gênero foi substancialmente revisada, e algumas espécies, 

antes pertencentes ao gênero Bacillus, deram origem a novos gêneros, considerados 

filogeneticamente correlacionados, como Lysinibacillus, Brevibacillus, Priestia e 

Paenibacillus, entre outros (STAROSTIN et al., 2015; GUPTA et al., 2020). Porém, existe uma 

dificuldade em distinguir e identificar algumas espécies deste grupo pelos métodos clássicos de 

identificação devido às semelhanças entre espécies intimamente relacionadas que compartilham 

um padrão de características fenotípicas, bioquímicas e genéticas, como nas sequências do gene 

16S rRNA (BRANQUINHO et al., 2014; CELANDRONI et al., 2019;). 

A espectrometria de massa MALDI-TOF (ionização de dessorção a laser assistida por 

matriz com determinação de massa por tempo de voo) tem sido considerada uma técnica rápida 

e confiável para identificação de bactérias em diferentes níveis taxonômicos quando comparada 

aos métodos convencionais, como alguns testes fenotípicos e genéticos (KEYS et al., 2004; 

CLARK et al., 2013).  

A identificação microbiana realizada por MALDI-TOF/MS tem como princípio a 

comparação de espectros de massa obtidos do espécime estudado com espectros de cepas de 

referência depositados em um banco de dados (biblioteca). Essa comparação é realizada com o 
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auxílio de um software específico para comparação de espectros, por exemplo, a plataforma 

comercial Biotyper (Bruker Daltonicks) (MELLMANN et al., 2009; EMONET et al., 2010; 

STAROSTIN et al., 2015).  

Entretanto, diferentemente dos métodos de identificação baseados em DNA, os quais se 

beneficiam de grandes repositórios públicos de sequências de DNA, os espectros de referência 

MALDI-TOF/MS não são universais, mas sim particulares, estando disponíveis apenas 

comercialmente. Além disso, essas referências microbiológicas são fortemente focadas em 

aplicações clínicas e ambientais, onde mesmo organismos comumente encontrados em 

amostras agrícolas ou de alimentos não são muitas vezes reconhecidos pelos sistemas MALDI-

TOF/MS padrão e comercial (DRISSNER; FREIMOSER, 2017). 

Assim, muitos desses problemas podem ser superados gerando espectros MALDI-

TOF/MS de referência específicos para uma aplicação exclusiva em questão, de tal modo que 

alguns grupos de pesquisa precisam projetar seus próprios bancos de dados, algoritmos 

matemáticos e software internos como base comparativa (STAROSTIN et al., 2015; RAHI et 

al., 2016).  

 

5.2. OBJETIVO GERAL 

 

Identificar 37 isolados de Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus, advindos da 

Coleção Bacteriana de Invertebrados -– Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia por 

espectrometria de massa – MALDI TOF MS e abordagem comparativa por MALDI-Biotyper. 

 

5.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Verificar quais dessas espécies bacterianas podem ser identificadas a partir dos 

espectros de referência disponíveis no banco de dados interno do MALDI-Biotyper;  

 

• Avaliar a capacidade de identificação dos microrganismos a partir das referências 

criadas e identificar quais possíveis limitações foram geradas pelo software. 

 

5.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.4.1. Cepas Bacterianas e Identificação Molecular 
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Foram selecionadas 37 estirpes, pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados 

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – CENARGEN, ao qual foram identificadas 

previamente por sequenciamento genético e qPCR, conforme descrito nos Capítulos 1 e 2, 

originando em 14 estirpes pertencem ao grupo Bacillus cereus sensu lato, sendo seis isolados 

de B. thuringiensis (S1450, S1576, S2782, S0615, S2566 e S1989), três de B. cereus sensu 

stricto (S0953, S0663, S0167), um B. mycoides (S2786), um B. tropicus (S0043), B. luti 

(S1624), B. toyonensis (S1647), B. paranthracis (S2781) e 16 estirpes pertencentes ao grupo 

Bacillus subtilis sensu lato, sendo cinco B. subtilis sensu stricto (S2794, S2796, S2896, S2790, 

S2776), seis B. amyloliquefaciens (S2785, S2784, S2787, S2788, S2791, S2536), dois B. 

pumilus (S2783 e S2795), um B. atrophaeus (S2792) e um B. spizizenii (S2893). As outras 

estirpes foram definidas como sendo Priestia megaterium (B. megaterium) (S1338), Priestia 

aryabhattai (B. aryabhattai) (S2538), Lysinibacillus capsici (S2894), Lysinibacillus sphaericus 

(S0002 e S0127), Brevibacillus laterosporus (S1431 e S1438).  

 

5.4.2. Cultivo, extração e preparo das amostras para MALDI-TOF/MS 

 

Inicialmente, os isolados bacterianos foram cultivados em meio de cultura Embrapa-

líquido por 72 h. Posteriormente, esses isolados foram novamente cultivados por 72 h, porém 

em placas de Petri contendo meio de cultura Embrapa-ágar (MONNERAT et al., 2007). Esses 

processos de cultivos tiveram como objetivo verificar a pureza da cultura, bem como garantir 

um material bem esporulado, fresco e ativo.  

O cultivo para realização dos ensaios de identificação por MALDI TOF MS foi 

realizado em triplicata biológica, ou seja, três cultivos da mesma amostra. Assim, os cultivos 

das estirpes foram realizados a partir de repiques de colônias isoladas, adquiridas dos processos 

anteriores de inóculo. Esses cultivos foram feitos em meio de cultura Embrapa-ágar a 30 ºC por 

12 horas. É importante enfatizar que esse período de crescimento foi estabelecido anteriormente 

por análises preliminares. Além disso, esse período foi definido tanto para aquisição das MSPs 

(em inglês: main spectra projection) quanto para os espectros_test. 

 Passado o período de incubação de 12 h, realizou-se a extração do conteúdo proteico 

dos isolados, para posterior análise em espectrômetro de massa MALDI-TOF Microflex 

(Bruker Daltonics, Alemanha), conforme Agustini et al. (2014) e Bezerra (2015), com 

modificações. Para a extração, foram transferidos um total de 10 mg de massa bacteriana para 

um tubo de polipropileno de 2 mL contendo 300 μL de água ultrapura e 900 μL de etanol 
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absoluto (99,9%), esse material foi então homogeneizado e posteriormente centrifugado por 2 

minutos a 13000 rpm. Após a centrifugação, o precipitado bacteriano foi dissolvido em 50 μL 

de solução aquosa de acetonitrila a 100% e 50 μL de ácido fórmico a 70%.  

O sobrenadante obtido da centrifugação das amostras foi misturado a uma solução de 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (α-HCCA) (Bruker, ref. 8255344) numa proporção de 1:3 

(v:v, μL: μL) e a mistura foi aplicada em uma placa de aço inoxidável polido, modelo MTX-96 

da marca Bruker Daltonics contendo 96 poços para análise. 

A solução de matriz foi preparada na concentração final de 5mg/mL de α-CHCA diluído 

em uma solução aquosa de 250 μL de acetonitrila a 70% (V/V) (ACN 80%, PA – J. T. Baker, 

CAS nº 75-05-8), 50 μL de ácido trifluoroacético diluído a 3% (V/V) (TFA 99%, PA – 

Mallinckrodt Chemicals) e 200μL água ultrapura.  

 

5.4.3. Aquisição dos dados para a montagem das MSPs  

 

Para a composição dos espectros de cada uma das estirpes, adotou-se os seguintes 

parâmetros: como triplicata biológica foram realizados três cultivos de cada cepa, sendo as 

mesmas aplicadas em três poços (spots) distintos, constituindo-se como triplicata técnica do 

plaqueamento. Para a análise espectrométrica de massa, foram adquiridos três espectros, 

triplicata de mensuração, de cada um dos poços (Figura 1). Portanto, 27 espectros foram 

adquiridos em espectrômetro MALDI-TOF Microflex (Bruker Daltonics) após a devida 

calibração do equipamento usando o Protein Standard II (Bruker Daltonics). Os espectros, cuja 

faixa de massa foram de 2 kDa a 20 kDa, foram analisados e processados nos programas 

FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics) e MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics).  
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Figura 1. Panorama do ensaio de cultivo e aquisição dos dados para a montagem das 

MSPs. Fonte: A autora. 

 

5.4.4. Ensaio de identificação preliminar via confronto com o banco de dados da 

plataforma Biotyper 3.0 

 

Os 27 espectros foram importados pelo programa MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker 

Daltonics) e submetidos a um procedimento de preparo de dados para as análises 

discriminatórias. Então, procedeu-se à comparação dos espectros individualmente com os 

espectros de referência constantes no banco de dados do Biotyper. Essa análise comparativa 

retorna valores de um indicador que apontam o quanto um dado espectro sob análise se iguala 

aos espectros de referência. Esse indicador [score], portanto, é o parâmetro quantitativo que 

permite avaliar o grau de certeza acerca da identificação das estirpes (Tabela 1). Assim, os 

resultados de saída do MALDI-Biotyper são geralmente expressos com valores de log (score) 
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entre 0.000 e 3.000. Um score <1.700 indica que não foi possível identificar o gênero ou espécie 

da cepa; score entre 1.700 e 2.000 indica que a identificação pode ser confiável apenas em nível 

de gênero, enquanto um score ≥ 2.000 indica que a identificação pode ser confiável tanto a 

nível de gênero, quanto a nível de espécie do microrganismo (MANZULLI et al., 2021). 

 

Tabela 1. Definição dos valores de pontuação (scores) atribuídos pelo programa MALDI 

Biotyper ao ensaio de identificação de bactérias contra a base de dados pré-estabelecida.  

Pontuação Descrição Cor 

2,300 — 3,000 Alta probabilidade de identificação da espécie. Verde         • 

2,000 — 2,299 
Segura identificação de gênero, provável 

identificação da espécie. 
Verde         • 

1.700 — 1.999 Provável identificação do gênero. Amarelo     • 

0.000 — 1.699 Sem identificação confiável. Vermelha   • 

 

5.4.5. Montagem dos espectros principais (MSPs) das estirpes 

 

Após a identificação prévia, os 27 espectros de cada estirpe foram devidamente 

processados1  e usados para a composição dos respectivos MSPs2 , que passaram, então, a 

compor o banco de dados suplementar que ficaria à disposição para os procedimentos de 

identificação posteriores. Assim, para gerar os espectros da base dados, o programa MALDI-

Biotyper processa os vários perfis de massa adquiridos do isolado e aplica um tratamento 

matemático padrão para condensar estes múltiplos espectros em um único espectro de 

referência, denominado como principal projeção espectral (em inglês: main spectra projection 

-MSP) ou espectro médio (FREIWALD; SAUER, 2009). 

 

 
1 Parâmetros do método de identificação ˈMALDI BioTyper Preprocessing Standard Method_BiolCtrlProjˈ: i) 

ajuste de massa: limite inferior, 2000 Da; limite superior, 20000 Da; resolução, 1; método, compressão de espectro 

com fator de compressão 10; ii) atenuação do traço: método, Stavitsky-Golay com tamanho do quadro de 25 Da; 

iii) subtração da linha de base: método, Multipolygon com janela de procura de 5 Da e 2 corridas; iv) normalização: 

método Maximum Norm; v) detecção dos picos: número máximo de picos, 100; limite de detecção do pico, 0,001; 

método de detecção dos picos, Spectra Differentiation com relação sinal/ruído estabelecida de 7. 

2 Parâmetros do método de composição dos MSPs ˈBioTyper MSP Creation Standard Methodˈ: erro de massa 

máximo de cada Espectro, 2000 Da; erro de massa desejado para o MSP, 200 Da; frequência mínima desejada dos 

picos, 25%; número máximo de picos para compor o MSP: 70. 
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5.4.6. Ensaio de identificação via confronto com a biblioteca particular (MSPs) 

 

Assim, logo após a criação do banco de dados suplementar realizou-se um segundo 

ensaio de identificação, a fim de verificar a capacidade de identificação do software, a partir 

das novas referências criadas (MSPs). Deste modo, para cada isolado (37) foram adquiridos 

nove espectros, denominados espectros-test, em espectrômetro MALDI-TOF Microflex 

(Bruker Daltonics), sendo adotados seguintes parâmetros de aquisição: três cultivos 

independentes (triplicata biológica), aplicados em três poços (spots) distintos (triplicata técnica 

do plaqueamento), e apenas uma mensuração em cada poço (Figura 2). O cultivo também foi 

de 12 h em meio Embrapa-ágar. 

 Foi realizado novamente a calibração do equipamento, usando o Protein Standard II 

(Bruker Daltonics), e os espectros, cuja faixa de massa entre 2 kDa e 20 kDa foram analisados 

e processados nos programas FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics) e MALDI–Biotyper 3.0 

(Bruker Daltonics).  

Esses nove espectros, relativos a cada estirpe, foram importados pelo programa 

MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e posteriormente, devidamente processados com 

vistas às análises discriminatórias. Então, procedeu-se à comparação dos espectros 

individualmente com os espectros de referência anteriormente inseridos no banco de dados do 

Biotyper.  

Essa análise comparativa retorna valores de um indicador que apontam o quanto um 

dado espectro sob análise se iguala aos espectros de referência. Esse indicador [score], portanto, 

é o parâmetro quantitativo que permite avaliar o grau de certeza acerca da identificação das 

estirpes. Aqui foram seguidos, novamente, os valores de referência apresentados na Tabela 1. 
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Figura 2. Panorama do ensaio de cultivo e aquisição dos dados para a montagem dos 

espectros_test. Fonte: A autora. 

 

5.4.7. Processamento dos dados 

 

 Os gráficos dos espectros relativos a cada amostra foram processados pelo programa 

OriginPro8.5.  
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5.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As análises preliminares do ensaio identificação via confronto com a base de dados 

originalmente disponível no software comercial MALDI-Biotyper foram inconclusivas em 

nível de espécie para a maioria das estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. 

e Brevibacillus spp. Dentre as 37 cepas, somente a cepa S2786 obteve pontuação suficiente 

para determinação segura da identificação de gênero e espécie (score 2,300 a 3,000), sendo a 

mesma definida com Bacillus mycoides pelo programa. A estirpe S2777 apresentou segura 

identificação de gênero e provável identificação da espécie (score 2,000 a 2,299), sendo a 

mesma, possivelmente definida, como sendo Bacillus licheniformis. Além disso, esses dois 

resultados corroboram com o que foi observado no Capítulo 1, em que essas duas estirpes foram 

identificadas por meio do sequenciamento genético como B. mycoides e B. licheniformis. 

Entretanto, para as outras estirpes não houve identificação coerente em nível de filo, 

ordem, classe, gênero ou espécie. A plataforma padrão do MALDI-Biotyper contém espectros 

de referência de aproximadamente 6000 espécies, publicadas e validadas de microrganismos, 

de diferentes filos, ordens e classes, sendo predominantemente constituído por isolados de 

cunho clínico (AGUSTINI et al., 2014) e contaminantes de alimentos (PAVLOVIC et al., 

2014). No entanto, para as espécies formadora de esporos, abrigados principalmente na classe 

Bacilli, o número de isolados decresce para 1.917, sendo esse, possivelmente, um indicativo da 

não identificação da maioria das espécies deste estudo, uma vez que grande parte desses 

isolados bacterianos não estão registrados dentro da plataforma comercial. 

 A partir desses resultados verificou-se a necessidade de se criar uma base de dados 

suplementar para constituir referências de comparação na rotina de identificação de amostras 

incógnitas. Desse modo, a biblioteca de referência da plataforma Biotyper (Bruker Daltonics) 

foi alimentada com 1026 espectros, obtidos dos 37 isolados bacterianos. Esta ação deu origem 

ao perfil proteico principal de cada cepa, ou seja, a MSP (Main Spectra Libray), no qual o 

espectro médio (MSP) foi calculado a partir dos 27 espectros adquiridos de cada estirpe, 

advindos do ensaio preliminar de identificação. Posteriormente como forma de validação dos 

dados e verificação da capacidade de identificação do software Biotyper por meio da biblioteca 

suplementar criada, realizou-se um segundo ensaio de identificação, a partir dos nove espectros 

independentes, conforme descrito em metodologia.  

Assim, quando seguidas as condições rigorosas de identificação baseadas no score 

acima de 2.300, em todos os três cultivos independentes, verificou-se que 9 perfis peptídicos, 

dentre as 37 cepas em estudos obtiveram correspondência com as MSPs de origem, ou seja, 
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com o espectro inserido no banco de dados, e identificações confiáveis a nível de gênero e 

espécie (> 2.3), sendo essas S0002, S1338, S2566, S2777, S2783, S2785, S2784, S2794, S2796 

e S0043 (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificação dos isolados sob um ou mais cultivos independentes, em um score > 2,3. 

Score > 2.3           

Número de cultivos 
Identificação dos isolados por técnica de 

referência 

Identificação 

segura (2 ou + 

cultivos ID) 

Identificação 

coincidente 

Identificação 

não coincidente 
Elemento de confusão 

1 2 3 

*0 1 0 S0167 – Bacillus cereus 1 0 1 S0043 – B. tropicus 

0 0 1 S0002 – Lysinibacillus sphaericus 1 1 0 - 

0 1 0 S0127 – Lysinibacillus sphaericus 1 0 1 S0002 – Ly. sphaericus 

0 0 1 S1338 – Bacillus megaterium 1 1 0 - 

1 0 0 S1450 – Bacillus thuringiensis kurstaki 0 1 0 - 

0 1 0 S1576 – Bacillus thuringiensis azawai 1 1 0 - 

1 0 0 S1989 – Bacillus thuringiensis israelenses 0 1 0 - 

1 0 0 S2538 – Priestia aryabhattai 0 0 1 S1338 – P. megaterium 

0 0 1 S2566 – Bacillus thuringiensis 1 1 0 - 

0 0 1 S2776 – Bacillus subtilis 1 0 1 S2794 – B. subtilis 

0 0 1 S2777 – Bacillus licheniformis 1 1 0 - 

0 1 0 S2781 – Bacillus paranthracis 1 1 0 - 

0 1 0 S2782 – Bacillus thuringiensis israelenses 1 0 1 S1989 – B. thuringiensis 

0 0 1 S2783 – Bacillus pumilus 1 1 0 - 

0 0 1 S2784 – B. amyloliquefaciens 1 0 1 S2788 – B. amyloliquefaciens 

0 0 1 S2785 – Bacillus amyloliquefaciens 1 1 0 - 

1 0 0 S2786 – Bacillus mycoides 0 1 0 - 

0 1 0 S2787 – Bacillus amyloliquefaciens 1 1 0 - 

1 0 0 S2791 – Bacillus amyloliquefaciens 0 0 1 S2536 – B. amyloliquefaciens 

1 0 0 S2792 – Bacillus atrophaeus 0 1 0 - 

0 0 1 S2794 – Bacillus subtilis 1 1 0 - 
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Continuação... 

Score > 2.3           

Número de cultivos Identificação dos isolados por técnica 

de referência 

Identificação segura 

(2 ou + cultivos ID) 

Identificação 

coincidente 

Identificação 

não coincidente 
Elemento de confusão 

1 2 3 

0 0 1 S2796 – Bacillus subtilis 1 1 0 - 

1 0 0 S2893 – Bacillus intestinalis 0 1 0 - 

0 0 1 S0043 – Bacillus tropicus 1 1 0 - 

0 1 0 S0615 – Bacillus thuringiensis sotto 1 0 1 S1450 – B. thuringiensis 

0 1 0 S0663 – Bacillus cereus 1 1 0 - 

1 0 0 S0953 – Bacillus cereus 0 0 1 S2782 – B. thuringiensis 

0 0 0 S1431 – Brevibacillus laterosporus 0 0 0 - 

0 0 0 S1438 – Brevibacillus laterosporus 0 0 0 - 

0 0 0 S1624 – Bacillus luti 0 0 0 - 

0 0 0 S1647 – Bacillus toyonensis 0 0 0 - 

0 0 0 S2536 – Bacillus amyloliquefaciens 0 0 0 - 

0 0 0 S2788 – Bacillus amyloliquefaciens 0 0 0 - 

0 0 0 S2790 – Bacillus subtilis 0 0 0 - 

0 0 0 S2795 – Bacillus pumilus 0 0 0 - 

0 0 0 S2894 – Lysinibacillus capsici 0 0 0 - 

0 0 0 S2896 – Bacillus subtilis 0 0 0 - 

*Onde (1) corresponde a sim; (0) corresponde a não.
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No entanto, quando impostas as mesmas condições de grau de certeza de identificação, 

isto é, score > 2.3, sem a obrigatoriedade de compatibilidade com a MSP de origem, de dois 

cultivos independentes, esse resultado se altera, resultando em 19 espécies identificadas (Tabela 

2 e Apêndice IV). Desses 19 casos, apenas um isolado não obteve identificação coincidente 

com a espécie estabelecida por seqDNA/qPCR, sendo este o caso da S0167. 

No procedimento de identificação por MALDI-Biotyper do isolado S0167 (B. cereus, 

por qPCR) como S0043 (B. tropicus, por seqDNA), verifica-se um grau maior de identidade 

entre os espectros teste do isolado S0167 (S0167_tst) com os espectros de referência do isolado 

S0043 (S0043_ref) (Apêndice IV). No entanto, destaca-se pelo menos três pontos de distinção 

entre esses espectros: os íons 2.012 Da, presente apenas nos espectros S0167_tst, o íon 2.670 

Da, presente apenas nos espectros S0167_tst, e o íon 6.304 Da , presente nos espectros 

S0043_ref. É visualmente notável entre os grupos de espectros a diferença da proporção da 

intensidade do íon 3.804 Da  em relação aos demais íons, isto é, nos espectros S0043_ref o íon 

3.804 Da é muito mais intenso que os demais íons, enquanto nos espectros S0167_tst a 

intensidade de outros íons são equiparáveis à intensidade do íon 3804 Da. Embora não seja 

aconselhável tomar a intensidade de um íon como valor quantitativo confiável para fins 

comparativos, não é esperado que materiais idênticos exibam padrões espectrométricos assim 

tão díspares (Figura 1).  Assim, é possível identificar uma limitação do software, neste caso em 

específico, no reconhecimento de elementos de identidade e distinção dos espectros 

comparados, o que pode ter gerado essa comparação equívoca. 

De acordo com Wieser et al. (2012), uma desvantagem no uso do método de 

identificação baseado em MALDI-TOF/MS é que algumas espécies não possuem diferenças 

suficientes em suas sequências de proteínas ribossômicas para serem distinguidas, 

principalmente as espécies intimamente ligadas. 
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Figura 3. Perfil espectrométrico em análise comparativa dos isolados S0043 e S0167. A – 

Panorama de comparação entre os espectros de referência da estirpe S0043 e os espectros 

teste da estirpe S0167. B – Panorama de comparação entre os espectros de referência da 

estirpe S0043 e os espectros teste da estirpe S0167 entre as massas de 2 kDa a 4 kDa. C - 

Panorama de comparação entre os espectros de referência da estirpe S0043 e os espectros 

teste da estirpe S0167 entre as massas de 4 kDa a 8 kDa. D - Panorama de comparação 

entre os espectros de referência da estirpe S0043 e os espectros teste da estirpe S0167 entre 

as massas de 8 kDa a 20 kDa. 

 

Seguindo os mesmos parâmetros de identificação, cinco estirpes (S0127, S2776, S2782, 

S2784 e S0615), das 19 identificadas, em dois ou mais cultivos, obtiveram uma identificação 

correta a nível de espécie, porém sem compatibilidade com a MSP de origem (espectro do 

isolado inserido no banco de dados) (Tabela 2). A exemplo disso, constatou-se que a cepa 

S0127, caracterizada como Lysinibacillus sphaericus por qPCR, foi identificada como S0002, 

A B 

C D 

A B 

C D 
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também identificada como Lysinibacillus sphaericus por qPCR. É visível que os espectros 

S0127_test são, de fato, muito semelhantes aos espectros S0002_ref, assim como se constata 

uma semelhança considerável entre os espectros S0127_ref e os espectros S0002_ref. Nesses 

casos, a identificação equívoca do isolado se deve sobretudo a uma proximidade das estirpes, 

sendo a identificação a nível de espécie considerada correta, porém é perceptível que existe 

uma limitação da abordagem de identificação do software MALDI-Biotyper em aprofundar e 

distinguir as semelhanças e diferenças presentes entre os espectros desses isolados (Figura 2). 

Além destes dois casos, o isolado S2776 (B. subtilis, por qPCR) foi identificado como 

sendo o isolado S2794 (B. subtilis); o isolado S2782 (B. thuringiensis israelenses, por qPCR) 

foi identificado como sendo o isolado S1989 (B. thuringiensis israelenses, qPCR); o isolado 

S2784 (B. amyloliquefaciens, por seqDNA) foi identificado como sendo o isolado S2788 (B. 

amyloliquefaciens, por seqDNA); o isolado S0615 (B. thuringiensis sotto, por qPCR) foi 

identificado como sendo o isolado S1450 (B. thuringiensis, por seqDNA). Assim, com esses 

resultados observa-se que mesmo ocorrendo a identificação inequívoca com a MSP de origem, 

é perceptível que o software consegue realizar a identificação correta de algumas espécies. 

 Em uma análise mais rigorosa, no qual são considerados todos os três cultivos 

independentes, com score acima de 2.3, verificou-se que 18 estirpes não obtiveram 

identificações contundentes e confiáveis a nível de gênero e espécie. Porém, ao reduzir o rigor 

da análise para um cultivo independente (com score acima de 2,3), essa realidade se altera, uma 

vez que oito isolados bacterianos foram identificados pelo software sob esse critério de 

identificação. Entretanto, não seria plausível concluir que apenas um cultivo independente seria 

suficiente para determinar a identificação contundente e confiável da espécie. 

 Assim, ao explorar mais esses resultados, verifica-se que desses oito isolados 

bacterianos, apenas cinco cepas apresentaram identificação compatível com seu material de 

origem (MSP), sendo S1450, S1989, S2786, S2792 e S2893. E as outras três cepas 

apresentaram correspondência de perfil com outro isolado de referência, sendo um deles com o 

isolado de mesma espécie, como a S2791 (B. amyloliquefaciens) identificada equivocadamente 

como S2536 (B. amyloliquefaciens) e, dois com identificação equívoca da espécie, como a 

S0953 (B. cereus) identificada como sendo a S2782 (B. thuringiensis israelenses) e S2538 (P. 

aryabhattai) como sendo a S1338 (P. megaterium).  

De acordo com Rao et al. (2019), a identificação equívoca entre as espécies P. 

aryabhattai e P. megaterium seria condizente com a real proximidade entre elas, uma vez que 

os autores, após realizarem testes morfológicos, bioquímicos e moleculares, baseado na 



 

187 

 

sequência 16 rRNA, reclassificaram a espécie P. aryabhattai (B. aryabhattai) como sendo um 

sinônimo heterotípico posterior de P. megaterium (B. megaterium), porém essa tese foi refutada 

por Gupta et al. (2022). Além disso, mesmo que os espectros de ambas as estirpes (S2538 e 

S1338) possuam sinais iônicos em comum, é perceptível a existência de alguns pontos de 

distinção entre seus espectros, que garantem a individualidade das duas espécies. Assim, os 

íons divergentes observados foram: 3.283 Da, 4.307 Da, 4.576 Da, 5.803 Da, 7.006 Da, 7.231 

Da e 9.172 Da, para S1338; e 3.086 Da, 5.642 Da, 6.854 Da e 8.904 Da, para S2538 (Figura 3). 

Além disso, na análise dos primers por qPCR não houve identificação cruzada entre essas 

espécies, indicando serem diferentes (Capítulo 2). 

 

Figura 4. Perfil espectrométrico em análise comparativa dos isolados S2538 e S1338. A – 

Panorama de comparação entre os espectros de referência da estirpe S1338 e os espectros teste 

da estirpe S2538. B – Panorama de comparação entre os espectros de referência da estirpe 

S1338 e os espectros teste da estirpe S2538 entre as massas de 2 kDa a 4 kDa. C - Panorama 

de comparação entre os espectros de referência da estirpe S1338 e os espectros teste da estirpe 

A B 

D 
C 

A B 
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S2538 entre as massas de 4 kDa a 8 kDa. D - Panorama de comparação entre os espectros de 

referência da estirpe S1338 e os espectros teste da estirpe S2538 entre as massas de 8 kDa a 16 

kDa. 

 Para as 10 estirpes restantes (S1431, S1438, S2536, S2788, S1624, S1647, S2790, 

S2795, S2893, S2896), não houve identificação confiável dos isolados, sobretudo por carência 

de um grau de confiança suficiente para a identificação, com um score > 2.300.  Entretanto, 

para os isolados S1431, S1624, S1647 e S2536 houve a identificação em nível de gênero 

(Brevibacillus e Bacillus), com scores > 1.700 e < 1.999, em dois ou mais cultivos. 

Entende-se que as inconsistências na identificação e correspondência desses isolados 

com seu material de origem, ou com quaisquer espécies do grupo a que pertençam, podem estar 

relacionadas à rápida formação de endósporos, mesmo em um período curto de cultivo (12h). 

Essa tese é elucidada pelos autores Lasch et al. (2009) e Shu e Yang (2017), em que os mesmos 

descrevem que a variabilidade da composição celular de endósporos vegetativos afeta 

diretamente a identificação de membros do gênero Bacillus, sendo necessário um método que 

possa analisar proteínas totais de células vegetativas sem interferência de endósporos. Além 

disso, pequenas variações nas condições de cultura, extração e aquisição do material biológico 

podem comprometer a identificação, uma vez que a espectrometria de massa é extremamente 

sensível a variações externas.   

A capacidade de processamento do software também pode influenciar na identificação 

precisa dessas amostras, uma vez que durante o processamento de alguns espectros, 

particularmente no que tange ao reconhecimento dos picos, alguns íons não foram reconhecidos 

e, portanto, não foram usados nas comparações. Esse baixo aproveitamento das informações 

poderia ser determinante na distinção e identificação de algumas espécies, bem como na 

separação destes isolados em subespécies, como no caso dos B. thuringiensis. De acordo com 

Freiwald e Sauer (2009), para uma análise proteômica bem-sucedida em linhagens 

estreitamente relacionadas, recursos informatizados adicionais, os quais atribuam maior peso 

aos sinais de massa mais significativos e conservados, podem levar à identificação até das 

subespécies dos isolados bacterianos. 

A comparação de espectros de massa desconhecidos e de referência, envolve a análise 

do espectro total e o reconhecimento de apenas picos distintos. A análise de picos específicos é 

mais seletiva, pois “mensura” picos específicos para determinado microrganismo, excluindo 

aqueles que são originados de ruído de fundo ou fatores exógenos (MANZULLI et al., 2021). 
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Assim, em uma análise geral do estudo, verifica-se que essas identificações confusas 

entre espécies, devem-se também pela semelhança da composição dos perfis espectrométricos 

em isolados pertencentes à mesma espécie e/ou de mesmo clado filogenético, como por 

exemplo os grupos Bacillus cereus sensu lato e Bacillus subtilis sensu lato. Além disso, 

ocorrência de perfis similares foi mais notável entre as estirpes de B. thuringiensis e B. 

amyloliquefaciens, haja vista que essas espécies estão em maior número nesse estudo.  

Entretanto, apesar de existir essa similaridade de perfis proteicos, observa-se a 

existência de elementos (íons) de distinção nesses espectros, que poderiam subsidiar a 

discriminação entre os isolados de mesma espécie ou de mesmo clado filogenético. No entanto, 

esses elementos de distinção não foram plenamente aproveitados, uma vez que a plataforma 

comercial MALDI-Biotyper limitou-se em processar sinais iônicos espécies-específicos, ou 

seja, íons específicos de cada espécie que poderiam auxiliar na distinção das mesmas. Assim, 

essa limitação do mecanismo comparativo do software ficou evidente em espécies do grupo B. 

cereus s.l, B. amyloliquefaciens, P. aryabhattai e Lysinibacillus sphaericus.  

Todavia, quando realizada uma análise visual e pura dos espectros, sem o processamento 

do software, verifica-se que entre os perfis espectrométricos do grupo B. cereus s.l existe a 

ocorrência de picos específicos para cada espécie. Por exemplo, para a espécie de B. 

paranthracis (S2781) houve a presença de íons característicos de 4.724 Da, 5.505 Da, 6.856 

Da, 7.405 Da. Em B. mycoides houve seis íons característicos de 2.003 Da, 2.920 Da, 4.007 Da, 

4.781 Da, 5.010 Da e 9.330 Da. As espécies de B. luti (S1624) e B. toyonensis (S1647), mesmo 

identificadas apenas em nível de gênero, apresentaram alguns elementos distintivos, como os 

íons de 2.307 Da, 5.198 Da e 9.195 Da e 2.196 Da (S1624) e 4.410 Da, 5.248 Da e 6.903 Da 

(S1647), respectivamente.  

Os perfis proteicos dos isolados de B. cereus e B. thuringiensis, no entanto, foram 

bastante similares entre si, ocorrendo apenas pequenas variações nos valores de íons, como por 

exemplo, íons de 3.387 Da, 4.889 Da, 5.442 Da, 6.854 Da, 7.776 Da, 10.428 Da, 19.137 Da 

presentes nas estirpes de B. thuringiensis, e íons de 2.792 Da, 3.089 Da, 5.406 Da, 6.400 Da, 

6.900 Da, 9.614 Da, 10.014 Da, 13.310 Da, 19.010 Da presente nas cepas de B. cereus (Figuras 

4).  
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Figura 5. Perfil espectrométrico dos espectros de referência (MSP) das estirpes do grupo 

Bacillus cereus sensu lato na faixa de massa de 2 kDa a 20 kDa, analisados e processados nos 

programas MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e OriginPro 8.5. A - B. cereus (S0663); B 

- B. cereus (S0167); C - B. cereus (S0953); D - B. toyonensis (S1647); E - B. luti (S1624); F – 
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B. paranthracis (S2781); G – B. mycoides (S2786); H – B. thuringiensis sotto (S0615); I – B. 

thuringiensis azawai (S1576); J – B. thuringiensis israelensis (S1989); K - B. thuringiensis 

israelensis (S2782); L – B. thuringiensis (S2566); M –B. thuringiensis kurstaki (S1450); N - B. 

tropicus (S0043). 

 

As espécies pertencentes ao grupo B. subtilis s.l exibiram muitos elementos de distinção 

em seus perfis espectrométricos de massa. A título de exemplo, a cepa de B. licheniformis 

apresentou íons típicos de 4.535 Da, 7.479 Da, 8.082 Da, 9.091 Da e 12.616 Da. No isolado de 

B. atrophaeus houve a presença de sinais iônicos de 3.254 Da, 5.930 Da, 6.767 Da, 6.939 Da, 

7.301 Da, 8.201 Da, 8.501 Da e 10.857 Da. Enquanto Bacillus spizizenii, outra espécie do 

grupo, teve picos específicos com valores de Da de 3.591, 5.109, 5.634, 7.211, 10.927, 11.734, 

15.417. E para as espécies de B. pumilus íons de Da de 3.645, 4.258, 6.863 e 10.749 foram 

detectados. 

 Entre os espectros das espécies de B. amyloliquefaciens houve muitos íons em comuns, 

como 2.290 Da, 3.042 Da, 3.865 Da, 4.293 Da, 4.702 Da, 6.522 Da, 6.793 Da, 7.723 Da, 9.909 

Da, 13.612 Da, 17.758 Da, no entanto, essas espécies diferiram das outras estirpes do grupo B. 

subtilis s.l por apresentarem sinais iônicos com valores de 2.228 Da, 3.848 Da, 4.707 Da, 6.416 

Da, 13.600 Da e 17.749.  

Na identificação da estirpe S2787 por espectrometria de massa – MALDI TOF MS, foi 

possível verificar a semelhança que a cepa possuí com as outras espécies de B. 

amyloliquefaciens, uma vez que houve apenas a presença de dois íons específicos e distintos 

entre essas cepas, cujos valores são 4.433 Da e 7.462 Da. Assim, pela caracterização bioquímica 

da cepa S2787, por espectrometria de massa MALDI TOF é possível confirmar que essa cepa 

é um B. amyloliquefaciens. 

Em conjunto, os isolados de B. subtilis apresentaram apenas um íon divergente das 

outras estirpes do grupo, sendo de 3.280 Da, porém, as espécies de B. subtilis obtiveram massas 

proteicas diferentes entre si. Como por exemplo, na cepa S2776 houve o aparecimento de íons 

de 5.083, 6.673 e 12.258 Da, enquanto na cepa S2896 ocorreram íons de 4.568, 5.366, 6.919, 

9.120 e 10.110 Da. Estirpe S2790 íons com valores de 7.250, 8.498, 10.848 Da, e íons de 3.427, 

5.788, 6.673, 8.191, 9.159, 11.562, 18.306 Da para S2796 (Figura 5). 
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Figura 6. Perfil espectrométrico dos espectros de referência (MSP) das estirpes do grupo 

Bacillus subtilis sensu lato na faixa de massa de 2 kDa a 20 kDa, analisados e processados nos 

programas MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e OriginPro 8.5. A – B. amyloliquefaciens 

(S2536); B - B. amyloliquefaciens (S2787); C – B. amyloliquefaciens (S2784); D - B. 

amyloliquefaciens (S2785); E - B. amyloliquefaciens (S2788); F - B. amyloliquefaciens 

(S2791); G – B. licheniformis (S2777); H – B. atrophaeus (S2792); I – B. pumilus (S2795); J 

– B. pumilus (S2783); K –B. subtilis (S2790); L - B. subtilis (S2776); M – B. subtilis (S2796); 

N – B. subtilis (S2794); O – B. spizizenii (S2893); P – B. subtilis (S2896). 

 

 Os espectros obtidos das cepas pertencentes ao gênero Lysinibacillus foram 

extremamente similares entre si, ocorrendo pequenas variações na intensidade dos sinais 

iônicos ou alguns picos de íons com valores próximos. Além disso, o íon de 7.500 Da, detectado 

nas três cepas, parece ser um sinal iônico característico do gênero (Figura 6).  
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Figura 7. Perfil espectrométrico dos espectros de referência (MSP) das estirpes do gênero 

Lysinibacillus na faixa de massa de 2 kDa a 20 kDa, analisados e processados nos programas 

MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e OriginPro 8.5. A e B - Lysinibacillus sphaericus 

(S0002 e S0127); C – Lysinibacillus capsici (S2894). 
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Em contraste com os resultados anteriores, as espécies de Brevibacillus laterosporus 

não obtiveram quaisquer índices de compatibilidade ou identificação, sendo seus respectivos 

espectros notavelmente distintos entre si (Figura 7). Essa discrepância nos perfis proteicos das 

duas cepas levantou a hipótese de que a baixa temperatura de acondicionamento da amostra 

(S1431) logo após a extração, poderia ter ocasionado a precipitação de proteínas no extrato. 

Proteínas essas que seriam determinantes na formação de seus espectros e na identificação da 

cepa. No entanto, para fundamentar essa hipótese foram realizados dois ensaios adicionais de 

acondicionamento com a amostra S1431, ao qual o primeiro ensaio consistiu em realizar o 

processo de extração e o acondicionamento da amostra em gelo, e o segundo ensaio em 

temperatura ambiente. Entretanto, os resultados adquiridos demostraram que a qualidade do 

material proteico independente da temperatura utilizada no processo de extração e no 

acondicionamento da amostra, uma vez que os perfis adquiridos da S1431, nesses dois 

processos, foram similares. Desse modo, não foi constatado qualquer precipitação de proteínas 

no extrato proteico devido a temperaturas mais baixas de acondicionamento. 
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Figura 8. Perfil espectrométrico dos espectros de referência (MSP) das estirpes do gênero 

Brevibacillus na faixa de massa de 2 kDa a 20 kDa, analisados e processados nos programas 

MALDI–Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e OriginPro 8.5. A e B – Brevibacillus laterosporus 

(S1431 e S1438). 

 

 Com relação aos espectros de referência (MSP) das estirpes S2538 e S1338, P. 

aryabhattai e P. megaterium, verificou-se que entre as duas espécies houve o compartilhamento 

de sinais iônicos similares, em que o íon de 6.200 Da foi típico para as duas cepas. Todavia, é 

perceptível que há uma maior intensidade do sinal iônico na cepa S1338 e, uma maior formação 

de picos de íons da faixa 2.000 a 6.000 Da (Figura 8). 

 

Figura 9. Perfil espectrométrico dos espectros de referência (MSP) das estirpes do gênero 

Priestia na faixa de massa de 2 kDa a 20 kDa, analisados e processados nos programas MALDI–

Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) e OriginPro 8.5. A – Priestia megaterium (S1338); B – Priestia 

aryabhattai (S2538). 
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Entende-se que o uso da técnica MALDI-TOF/MS em espécies bacterianas de cunho 

agrícola é escasso, o que levou a necessidade de se criar um banco de dados personalizado. A 

integração de espectros de referência personalizados em um sistema comercial é apenas o 

primeiro passo para uma plataforma verdadeiramente aberta. Wieser et al. (2011) afirmam que 

a criação de uma plataforma de código aberto passível de alteração e edição poderia ampliar a 

capacidade das ferramentas de identificação por meio dessa abordagem, uma vez que os 

usuários podem trocar espectros de isolados e, consequentemente, aumentar suas bases de dados 

de referência. Contudo, esses mesmos autores ressaltam que a qualidade de entrada desses 

dados deve ser controlada e precisa, para garantir que nenhum dado seja distribuído de forma 

errada. 

No mais, um repositório público abrangente de espectros de referência MALDI –

TOF/MS facilitaria muito a troca de espectros de referência e informações importantes sobre 

espécies microbiológicas entre os grupos de pesquisa (DRISSNER; FREIMOSER, 2017). E um 

banco de dados mais complexo, com a inserção de um maior número de espectros de mesma 

espécie microbiana pode aumentar a probabilidade de uma identificação segura em mais de 

90%, bem como permitiria uma maior confiabilidade na identificação realizada (LASCH et al, 

2015). Sendo assim faz-se necessário aumentar o número amostral de espécies registradas, uma 

vez que permitiria uma amplitude maior de identificação.  

 

5.6. CONCLUSÕES  

 

 A identificação das estirpes por espectrometria de massa MALDI-TOF mostrou-se 

restrita, devido a limitação da base de dados do MALDI-Biotyper (Bruker Daltonics) quanto ao 

número e diversidade de registros de espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, 

Priestia e Brevibacillus. No confronto com o banco de dados da plataforma comercial MALDI-

Biotyper® apenas uma cepa foi identificada 100% a nível de gênero e espécie, B. mycoides 

(S2786). 

Outro passo limitante da identificação é a capacidade dos mecanismos do software de 

reconhecer os íons do espectro (elementos de distinção) que seriam relevantes na diferenciação 

dessas estirpes, ou seja, a capacidade do software de aproveitar ao máximo a informação ali 

dispostas, visto que apenas 9 estirpes foram identificadas corretamente com a MSP de origem 

(espectro do isolado inserido no banco de dados suplementar).  
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Ademais, a composição real dos extratos proteicos dos cultivos estabelece o limite 

superior da capacidade discriminatória da abordagem de identificação. É assim que qualquer 

fator que influa no padrão de expressão proteica dos cultivos pode comprometer a identificação 

de um determinado isolado, identificação que se fundamenta na repetitividade dos elementos 

de identidade nos registros usados para se proceder à identificação.       
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CAPÍTULO 6. PROSPECÇÃO DE CEPAS DE Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia 

spp. e Brevibacillus spp. COM POTENCIAL ENTOMICIDA, FUNGICIDA E 

SOLUBILIZADORAS DE FÓSFORO 

 

RESUMO 

 

A aplicação de microrganismos como agentes de biocontrole e biofertilizantes tem sido 

recomendada e reconhecida como uma alternativa ecologicamente correta para manter a 

produtividade e segurança das culturas agrícolas. O objetivo desse estudo foi realizar a 

prospecção de cepas de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. 

solubilizadoras de fósforo e com ação patogênica a pragas e fitopatógenos de importância 

agrícola e vetores de doenças. Foram selecionadas 37 cepas pertencentes a Coleção de Bactérias 

de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e avaliadas quanto a sua 

toxicidade a insetos das ordens Lepidoptera (Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, 

Chrysodeixis includens), Coleoptera (Anthonomus grandis), Diptera (Aedes aegypti) e 

Hemiptera (Euschistus heros), além do nematoide Caenorhabditis elegans. Também foi 

avaliado a ação antagonista dessas espécies bacterianas contra os fitopatógenos F. oxysporum 

f. sp. vasinfectum e Sclerotinia sclerotiorum. Além disso, foram realizados ensaios in vitro, a 

fim de detectar estirpes potencialmente solubilizadoras de fósforo. Os resultados indicaram que 

houve uma diversidade de espécies patogênicas aos insetos da ordem Lepidoptera, incluindo B. 

thuringiensis e B. amyloliquefaciens, com taxa de mortalidade ≥ 80%. A espécie de B. 

atrophaeus foi patogênica ao nematoide C. elegans (85%). Uma estirpe de B. subtilis (S2790) 

ocasionou 100% da mortalidade de A. grandis. A estirpe S2538, P. aryabhattai ocasionou 77% 

da mortalidade de E. hero (Hemiptera). As espécies pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato 

foram consideradas excelentes agentes para exploração de biofertlizantes, bioinseticidas e 

fungicidas, uma vez que algumas espécies desse grupo, como B. amyloliquefaciens (S2536, 

S2785, S2791, S2787), B. subtilis (S2776, S2790, S2794), B. pumilus (S2795) e B. 

licheniformis (S2777) foram patogênicas a insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera, 

antagonistas contra os fungos F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Scherotinia sclerotiorum e 

solubilizadoras de fósforo in vitro. Conclui-se que os resultados desse estudo prospectam um 

total de 34 cepas, com potencial entomicida, fungicida e/ou solubilizadora de fósforo, aos quais 

podem se tornar agentes de biocontrole e biofertilizantes para uma agricultura ecologicamente 

correta, econômica e sustentável. 

 

Palavras-chaves: Bioensaios Seletivos; Insetos; Fungos; Controle Biológico. 
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ABSTRACT 

 

The application of microorganisms as biocontrol agents and biofertilizers has been 

recommended and recognized as an ecologically correct alternative to maintain the productivity 

and safety of agricultural crops. The objective of this study was to carry out the prospection of 

strains of Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. and Brevibacillus spp. Phosphorus 

solubilizers and pathogenic to pests and phytopathogens of agricultural importance and disease 

vectors. Thirty-seven strains belonging to the Invertebrate Bacteria Collection of Embrapa 

Genetic Resources and Biotechnology were selected and evaluated for their toxicity to insects 

of the orders Lepidoptera (Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, Chrysodeixis 

includens), Coleoptera (Anthonomus grandis), Diptera (Aedes aegypti) and Hemiptera 

(Euschistus heros), in addition to the nematode Caenorhabditis elegans. The antagonistic action 

of these bacterial species against the phytopathogens F. oxysporum f. sp. vasinfectum and 

Sclerotinia sclerotiorum. In addition, in vitro assays were performed in order to detect 

potentially phosphorus-solubilizing strains. The results indicated that there was a diversity of 

pathogenic species to insects of the order Lepidoptera, including B. thuringiensis and B. 

amyloliquefaciens, with a mortality rate ≥ 80%. The species of B. atrophaeus was pathogenic 

to the nematode C. elegans (85%). A strain of B. subtilis (S2790) caused 100% of the mortality 

of A. grandis. The strain S2538, P. aryabhattai caused 77% of the mortality of E. hero 

(Hemiptera). B. subtilis sensu lato were considered excellent agents for the exploitation of 

biofertilizers, bioinsecticides and fungicides, since some species of this group, such as B. 

amyloliquefaciens (S2536, S2785, S2791, S2787), B. subtilis (S2776 , S2790, S2794), B. 

pumilus (S2795) and B. licheniformis (S2777) were pathogenic to insects of the order 

Lepidoptera and Coleoptera, antagonists against the fungi F. oxysporum f. sp. vasinfectum and 

Scherotinia sclerotiorum and in vitro phosphorus solubilizers. It is concluded that the results of 

this study prospect a total of 34 strains, with entomicidal, fungicidal and/or phosphorus 

solubilizing potential, which can become biocontrol agents and biofertilizers for an ecologically 

correct, economic and sustainable agriculture. 

 

Keywords: Selective Bioassays; Insects; fungi; Biological control.  
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6.1. INTRODUÇÃO 

 

A produtividade agrícola é constantemente ameaçada por inúmeros fatores bióticos e 

abióticos, dentre os quais estão as perdas substanciais na produção alimentar, ocasionadas por 

insetos, fitopatógenos, plantas daninhas, desnutrição vegetal e fatores climáticos (ÂNGELO et 

al., 2010). Aproximadamente, 20 a 30% dessas perdas na produção de alimentos são 

ocasionadas por pragas e doenças (PÉREZ-GARCIA et al., 2011), e pela falta de nutrientes 

minerais nos solos agrícolas, que limitam o crescimento e o rendimento das plantas (LUO et 

al., 2022). 

Assim, o uso de insumos químicos tornou-se a medida protetiva mais utilizada no 

sistema convencional agrícola, para reduzir as perdas econômicas causadas por esses dois 

fatores. No entanto, apesar do sucesso na aplicação desses compostos sintéticos no aumento da 

produtividade agrícola, as aplicações indiscriminadas e excessivas de inseticidas e fertilizantes, 

tem impactado negativamente os solos, a água, o ar, a saúde humana e a biodiversidade vegetal 

e microbiana dos ecossistemas (VALICENTE, 2008; CAMPANINI et al., 2012; GUO et al., 

2019). 

Com isso, a aplicação de microrganismos como agentes de biocontrole e biofertilizantes 

tem sido reconhecida e recomendada como sendo uma estratégia alternativa para manter a 

produtividade agrícola segura e sustentável, reduzindo assim a aplicação excessiva de 

fertilizantes e inseticidas químicos no meio ambiente (SHARMA et al., 2020, PIRTTILÄ et al., 

2021).  

Devido à alta diversidade ecológica, fenotípica e genotípica, as bactérias formadoras de 

esporos pertencentes aos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus veem sendo 

amplamente exploradas como agentes de biocontrole e biofertilizantes na agricultura. Essas 

bactérias possuem a capacidade de produzir uma grande variedade de metabólicos secundários, 

substâncias antagônicas estruturalmente diferentes e corpos de inclusões proteicas com 

atividade entomicida contra pragas e doenças (FIRA et al., 2018). 

A produção de cristais parasporais como atividade entomopatogênica por algumas 

espécies desses gêneros está associada a toxemia letal em larvas de diferentes ordens de insetos 

e em espécies de nematoides. As toxinas proteicas mais conhecidas associadas aos esporos são 

as toxinas Cry e Cyt, produzidas principalmente por cepas de Bacillus thuringiensis durante a 

esporulação (ABREO et al., 2018). No entanto, outras espécies são conhecidas por produzirem 

cristais parasporais ativos contra insetos, como Lysinibacillus sphaericus (JONES et al., 2007), 
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Paenibacillus popilliae (ZHANG et al., 1997), Brevibacillus laterosporus (SMIRNOVA et al., 

1996), Paenibacillus lentimorbus (YOKOYAMA et al., 2004) e uma cepa de Bacillus pumilus 

(GARCIA-RAMON et al., 2016). 

Embora a toxemia por si só possa ser letal para insetos e nematoides, entende-se que a 

virulência de uma cepa entomopatogênica é um mecanismo complexo, não impulsionado por 

um único fator de virulência, mas por vários que atuam sequencialmente ou sinergicamente 

(GARCIA-RAMON et al., 2016). A título de exemplo, a toxicidade das espécies pertencentes 

ao grupo Bacillus subtilis sensu lato, como as espécies de B. subtilis e B. amyloliquefaciens são 

causados por um complexo de compostos lipopeptídeos e antimicrobianos, como bacilomicina, 

sufactinas, iturinas, fengicina e sideróforos e compostos voláteis (SHODA, 2000; BORRISS, 

2011). 

Apesar da qualidade entomopatogênica dessas espécies serem o principal alvo de uso 

na agricultura, essas bactérias também possuem alto potencial biotecnológico por promoverem 

o crescimento vegetal (CHERIF-SILINI et al., 2016; ORTIZ et al., 2015), por sintetizar 

nanopartículas metálicas (NAJITHA-BANU et al., 2015) e por degradar pesticidas químicos 

persistentes (FERREIRA et al., 2016; SAMANTA et al., 2020). Além disso, essas bactérias 

possuem a capacidade de produzir fitohormônios, solubilizar e mineralizar o fósforo e outros 

nutrientes, fixar nitrogênio, produzir compostos antimicrobianos e enzimas hidrolíticas, 

proporcionar resistência sistêmica induzida e auxiliar a tolerância a estresses abióticos em 

plantas (GOSWAMI et al., 2016).  

Como exemplo, as espécies pertencentes aos gêneros Bacillus e Priestia são 

consideradas bactérias solubilizadora de fosfato que aumentam a fertilidade do solo, devido à 

suas capacidades de converter P insolúvel em P solúvel através da liberação de ácidos 

orgânicos, quelação e troca iônica (SAEID et al., 2018). Além disso, P. aryabhattai foi 

considerada uma espécie dotada de potencial para sintetizar atributos reguladores do 

crescimento, devido a tolerar inúmeros fatores de estresse abiótico, como a salinidade (SHAID 

et al., 2022).  

Desse modo, a bioprospecção desses microrganismos é uma estratégia adequada para 

determinar o potencial agrobiotecnológico, uma vez que diversos estudos têm demonstrado que 

a diversidade bacteriana está positivamente correlacionada com a fertilidade do solo e com o 

controle de pragas. 
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6.2. OBJETIVO GERAL 

 

Prospecção de cepas de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus 

spp. solubilizadoras de fósforo e com ação patogênica a pragas e fitopatógenos de importância 

agrícola e vetores de doenças. 

 

6.3. OBJETIVOS ESPÉCIFICOS  

  

• Determinar quais estirpes são patogênicas a insetos da ordem Lepidoptera, Coleoptera, 

Diptera e Hemiptera; 

 

• Determinar quais estirpes são patogênicas a espécie de nematoide C. elegans;  

 

• Determinar a atividade antagônica das estirpes contra os fitopatógenos F. oxysporum f. 

sp. vasinfectum e Sclerotinia sclerotiorum; 

 

• Detectar quais estirpes são potenciais solubilizadoras de fosfato. 

  

6.4. MATERIAL E METODOS 

 

6.4.1. Seleção de Estirpes 

 

Foram selecionadas 37 estirpes, pertencentes à Coleção de Bactérias de Invertebrados 

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia – CENARGEN, ao qual foram identificadas 

previamente por sequenciamento genético e qPCR, conforme descrito nos Capítulos 1 e 2, 

originando em 14 estirpes pertencem ao grupo Bacillus cereus sensu lato, sendo seis isolados 

de B. thuringiensis (S1450, S1576, S2782, S0615, S2566 e S1989), três de B. cereus sensu 

stricto (S0953, S0663, S0167), um B. mycoides (S2786), um B. tropicus (S0043), B. luti 

(S1624), B. toyonensis (S1647), B. paranthracis (S2781) e 16 estirpes pertencentes ao grupo 

Bacillus subtilis sensu lato, sendo cinco B. subtilis sensu stricto (S2794, S2796, S2896, S2790, 

S2776), seis B. amyloliquefaciens (S2785, S2784, S2787, S2788, S2791, S2536), dois B. 

pumilus (S2783 e S2795), um B. atrophaeus (S2792) e um B. spizizenii (S2893). As outras 

estirpes foram definidas como sendo Priestia megaterium (B. megaterium) (S1338), Priestia 
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aryabhattai (B. aryabhattai) (S2538), Lysinibacillus capsici (S2894), Lysinibacillus sphaericus 

(S0002 e S0127), Brevibacillus laterosporus (S1431 e S1438).  

 

6.4.2. Triagem de genes cry, cyt, vip e sip por qPCR  

 

  Para as cepas identificadas por sequenciamento e qPCR como Bacillus thuringiensis, 

foi realizada uma análise de detecção gênica para avaliar quais genes cry, cyt, vip e sip estão 

presentes nessas cepas. Assim, os ensaios foram realizados por PCR em tempo real e os genes 

selecionados foram cry1, cry2, cry4, cry6, cry9, cry10, cry11a, cry11b, vip1, vip2, vip3, cyt1, 

cyt 2 e general sip. As sequências dos primers e suas respectivas características e genes alvo 

foram obtidos de acordo com Berçot (2020) (HTTP://repositorio.unb.br/handle/10482/41399). 

As estirpes selecionadas foram cultivadas em meio EMBRAPA-ágar por 16 h a 30 °C 

(MONNERAT et al., 2007). Posteriormente, as colônias bacterianas foram coletadas, com 

auxílio de alça bacteriológica descartável estéril de 10 μL, e transferidas para um tubo de 

polipropileno, onde a biomassa bacteriana foi ressuspensa em uma solução contendo 200 μL de 

TE 1X (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA•Na2) e 4 μL de lisozima (25 mg/ml). Em seguida, as 

amostras foram inoculadas em agitador orbital por 3 horas, em temperatura ambiente. 

Para a extração de DNA adotou-se o seguinte protocolo: após a incubação das amostras, 

adicionou-se 20 μL de proteinase K (20 mg/ml) e 300 μL de tampão de lise, sendo composto 

por 20 mL de Tris-HCl 0,5 M pH 8; 4 mL de EDTA 0,5 M pH 8; 38 mL de NaCl 5 M; 500 μL 

de Triton X-100 e 2 mL de SDS 10%. Posteriormente, as amostras foram novamente incubadas, 

porém em banho-maria a 60 ºC, por 10 minutos. Após o resfriamento das soluções bacterianas, 

realizou-se o processo de precipitação do DNA, em que consistiu na adição de 500 μL álcool 

etílico 100% gelado. O DNA extraído foi centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm, e 

posteriormente purificado por duas lavagens com 500 μL de álcool etílico 70%, sendo 

novamente centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. O DNA foi diluído com TE 0,1X (1 mM 

Tris-HCl e 0,1 mM EDTA•Na2). 

O DNA obtido foi quantificado pelo aparelho Quantus™ Fluorometer, usando o kit 

QuantiFluor® ONE dsDNA System (PROMEGA CORPORATION, 2015), de acordo com o 

manual do fabricante. Somente foram aceitos DNAs com valor acima de 10 ng/µL. Depois de 

quantificado, foi verificado o grau de pureza de cada DNA com o flurômetro Picodrop, por 

meio das análises das razões A260/280 e A260/230. A primeira é uma avaliação primária de 

pureza, onde o intervalo desejado para as amostras de DNA está entre 1,8-2,0, com razões 
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menores que 1,7, indicando contaminação de proteínas e/ou fenol; a segunda é uma avaliação 

secundária de pureza, com intervalo desejado entre 1,8-2,2, com razões menores que 1,7, 

indicando contaminação com sal e/ou anéis de guanidina (BUSTIN, et al., 2009).  

Foi utilizado o equipamento Step OnePlusTm System da Applied Biosystems (PLUS; 

MANUAL, 2006), programado para o modo fast de acordo com o manual do kit GoTaq qPCR 

Master Mix para todos os ensaios de detecção de genes. O volume final de cada sistema de 

reação foi de 20 µL, distribuídos nos seguintes volumes e reagentes: dH2O 8,2 µL; Primer (F) 

– 0,3 µL; Primer (R)– 0,3 µL; Mix qPCR – 10 µL, CXR- 0,2 µL, DNA – 1 µL. O sistema de 

ciclagem foi definido em 1 ciclo inicial a 95ºC por 20 segundos, seguidos de 40 ciclos de 95 ºC 

por 3 segundos e, 61 ºC por 30 segundos. Posteriormente, foi programado uma rampa de 

temperatura, em modo step and hold, de 61 ºC a 95 º C por 15 segundos. Ao final, para a 

construção do gradiente de temperatura ou curva de melting, uma faixa de temperatura foi 

programada para 60 ºC por 1 minuto, e posteriormente 95 ºC por 15 segundos. As amplificações 

foram realizadas em triplicata. Para os controles negativos, foi utilizado o volume da reação de 

PCR, sem a presença de DNA bacteriano. Foram considerados como resultados negativos, a 

ausência da curva de amplificação, não equiparação com as cepas controles, ou amplificações, 

cujos valores de limiar de ciclo (Ct) eram maiores que 25. 

 

6.4.3. Cultivo e preparo das estirpes para os bioensaios seletivos 

 

  As cepas selecionadas para os ensaios de patogenicidade foram provenientes de material 

armazenado em papel filtro e/ou liofilizado. Assim, esses materiais, devidamente impregnados 

com esporos/cristal foram inoculados em meio de cultura Embrapa-líquido a 30 ºC por 72 h sob 

agitação contínua a 200 rpm (MONNERAT et al., 2007). Após esse período, foi realizado a 

microscopia óptica com contraste de fases das culturas, com aumento de 1000 x, a fim de 

verificar a pureza das amostras, bem como a presença de esporos e cristais no meio. Atendidos 

esses critérios, as amostras foram destinadas aos bioensaios seletivos. 

 

6.4.4. Procedência dos insetos e manutenção de Caenorhabditis elegans 

 

Todos os insetos utilizados nos ensaios foram provenientes da Plataforma de Criação de 

Plantas e Insetos (PCPI) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Em todos os casos, 

os indivíduos foram criados à base dieta artificial e sob condições controladas de temperatura, 
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e fotoperíodo, seguindo as metodologias descritas por Monnerat et al. (2001), Schmidt et al. 

(2001), Silva et al. (2008). 

A manutenção da colônia de C. elegans foi realizada de acordo com o protocolo de 

Stiernagle (2006), com modificações. A alimentação dos nematoides foi realizada por meio da 

bactéria E. coli, cepa OP50, multiplicada em meio Luria-Bertani (LB) (SAMBROOK et al., 

1989) sob agitador rotativo de 150 rpm a 36 ºC por 12h. A cada dois dias foi oferecida aos 

nematoides 1 mL da suspensão bacteriana, sendo as colônias de C. elegans mantidas em 

incubadora (Marconi, mod. MA 403) na ausência de luz e a 21 ºC. 

 

6.4.5. Bioensaios Seletivos 

 

  Os bioensaios seletivos consistiram em determinar quais estirpes possuíram potencial 

para o controle de 100% dos insetos e nematoide. 

 

6.4.5.1. Spodoptera frugiperda JE Smith, 1797, Helicoverpa armigera Hübner, 1809, 

Chrysodeixis includens Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae) 

 

Para os ensaios com S. frugiperda, utilizou-se dieta a base de feijão cru triturado (140,4 

g); levedo de cerveja (42,9 g); gérmen de trigo (67,4 g); ágar (17,0 g); água destilada (1.000 

mL) e ácido ascórbico (4,3 g). Para H. armigera e C. includens a dieta foi a base de feijão cru 

triturado (37,5 g); gérmen de trigo (30 g); farelo de soja (15,0 g); leite integral em pó (15,0 g); 

levedo de cerveja (18,75 g); ágar (15,0g); água destilada (750 mL); ácido ascórbico (1,8 g) e 

solução vitamínica (4,5 mL). Com exceção do ácido ascórbico e da solução vitamínica, todos 

os ingredientes de cada uma das dietas foram colocados em um béquer, homogeneizados com 

auxílio de uma espátula, fechados com papel alumínio e autoclavados por 20 min a 120 °C. 

Após este processo, a dieta foi levada para câmara de fluxo laminar e distribuída em placas de 

cultivo de células de 24 poços. As placas contendo a dieta foram esterilizadas por 20 min em 

luz UV (Figura 1). 

Em seguida, foram distribuídas em cada poço 35 μL da cultura bacteriana. Após a 

absorção da solução bacteriana pela dieta, colocou-se uma lagarta de 2º instar de S. frugiperda, 

H. armigera ou C. includens em cada poço. As placas foram fechadas com tampas de acrílico, 

presas com ligas elásticas e posteriormente acondicionadas na sala de bioensaios sob condições 

controladas de temperatura (25±3 °C) e fotoperíodo (12h fotofase).  



 

215 

 

A primeira avaliação foi realizada após 48h, em que foram feitas as contagens dos 

indivíduos sobreviventes. A mortalidade das lagartas foi verificada pela ausência de locomoção 

após um leve toque com pincel e pela coloração escurecida do tegumento dos insetos, um 

sintoma clássico de bacteriose. Na primeira avaliação, os indivíduos vivos foram transferidos 

para copos de 50 mL contendo dieta livre de bactéria e ao 7° dia do ensaio, foi realizada uma 

nova e última avaliação, sendo contado novamente as larvas sobreviventes. O percentual de 

mortalidade foi calculado sobre cada tratamento. Para o controle de qualidade, os ensaios que 

apresentaram testemunha com mortalidade superior a 15 %, eram descartados e as amostras 

submetidas a novos testes (MONNERAT et al., 2007).  

 

  

Figuras 1. Montagem do bioensaios para insetos da ordem Lepidoptera. A - Placa de cultivo de 

células de 24 poços utilizada para bioensaios de S. frugiperda, H. armigera e C. includens. B e 

C - Lagarta em copos descartáveis utilizados na troca contendo dieta livre de bactérias. Fonte: 

Autora. 

 

6.4.5.2. Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidade) 

 

O bioensaio seletivo com A. grandis foi realizado incorporando 10 mL de cultura 

bacteriana em 35 mL de dieta artificial autoclava, composta por: ágar (0,8 g), levedo de cerveja 

(1,2 g), gérmen de trigo (1,2 g), pharmamédia (0,8 g), proteína de soja (2,0 g) e sacarose (1,2 

g) e materiais não autoclavados como: sais minerais (0,2 g); ácido ascórbico (0,4 g); ácido 

sórbico (0,05 g); nipagin (0,04 g) e solução vitamínica (200 µL), e vertidos em placas de Petri 

estéreis (90 x 15 mm). Após a solidificação da dieta, dividiu-se a placa em 4 quadrantes, e em 

A B C 
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cada um desses quadrantes foram feitos 15 furos de aproximadamente 2 mm de diâmetro, com 

auxílio de uma haste de cobre previamente esterilizada. Uma placa sem a solução bacteriana, 

mas com água destilada foi deixada como testemunha (PRAÇA et al., 2004). Em cada um dos 

furos, foi colocado uma larva recém-nascida (neonata) com auxílio de lupa e pincel de cerdas 

macias. A primeira e única avaliação foi realizada no sétimo dia, em que foram contados os 

números de larvas vivas e mortas, e por fim calculado a porcentagem de mortalidade. Como 

controle de qualidade, se o controle tivesse uma taxa de mortalidade superior a 20%, o bioensaio 

seria repetido. O experimento foi quadruplicado. (MONNERAT et al. 2001) (Figura 2). 

 

 

Figuras 2. Bioensaio com Anthonomus grandis. A - Placa de bioensaio contendo dieta com a 

mistura esporo cristal subdividida em quatro quadrantes; B - Larva morta com sintomas de 

bacteriose e larvas vivas. A seta indica uma larva morta.; C -Ovos e larvas neonatas de A. 

grandis utilizadas no bioensaios; D – Larvas neonatas de A. grandis.  

 

6.4.5.3. Aedes aegypti Linnaeus, 1772 (Diptera: Culicidae) 

 

  Os bioensaios foram realizados com larvas de 2º ínstar de Ae. aegypti. O procedimento 

foi realizado em duplicata, em que foi adicionado 1 mL da cultura bacteriana, crescida por 72 

h, em cada um dos copos descartáveis de 200 mL, contendo 100 mL de água filtrada e 

A B 

C D 



 

217 

 

desclorificada com 25 larvas. As avaliações foram realizadas após 24 h e somente no caso de 

L. sphaericus, com 48 h. Nesta ocasião, foi adicionado uma “pitada” de levedo de cerveja para 

garantir que a falta de alimento não estivesse relacionada a mortalidade das larvas. Durante a 

avaliação foi observada a motilidade larval, sendo os indivíduos não reativos, contabilizados 

como mortos. Ao final de cada ensaio foi calculado o percentual de mortalidade larval. Como 

testemunha, foi realizado um controle sem adição de bactéria (MONNERAT et al. 2001; 

SILVA-WERNECK; MONNERAT 2001) (Figura 3). 

 

 

Figuras 3. Bioensaio de Aedes aegypti. A – Montagem do bioensaio, contendo o copo plástico 

descartável e as larvas de Ae. aegypti. B – Larvas de 2º ínstar de Ae. aegypti. 

 

6.4.5.4. Euschistus heros Fabricius, 1798 (Hemiptera: Pentatomidae) 

 

 

 O bioensaio seletivo com percevejo E. heros foi realizado em placas TPP (marca), 

esterilizadas e revestidas por papel filtro. Em cada placa, tanto do controle quanto dos 

tratamentos foi adicionado um pedaço de dieta (1,0 cm x 1,5 cm x 0,5 cm), composta por 

amendoim moído (35 g), sacarose (5g), vagem de feijão (30 g), semente de soja (10 g), semente 

de girassol (10 g), gérmen de trigo (10 g), nipagin (1 g), ácido sórbico (0,4 g), conforme descrito 

por (HAYASHIDA et al., 2018). Essa dieta foi posta sobre em um fundo de copo plástico de 

A B 
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50 mL, com 1 mL do cultivo bacteriano. Também foi adicionado um algodão umedecido com 

3,5 mL de água destilada e autoclavada, e 1 mL do cultivo bacteriano na placa TPP. Foi 

adicionado dez insetos de segundo instar nas placas de TPP montadas, sendo realizado três 

repetições por tratamento. A cada 48 horas, os discos de algodão umedecidos foram trocados, 

havendo a reinoculação de 1 mL da bactéria e mais 3,5 mL de água destilada e autoclavada nos 

tratamentos, e somente 3,5 mL de dH2O no controle. As placas foram armazenadas em sala 

apropriada, com fotoperíodo de 14/10 horas e temperatura de 28 ± 2 °C. A avaliação dos testes 

foi feita diariamente com a contagem do número de ninfas vivas e mortas e a última leitura e o 

descarte ocorreram após 7 dias do início dos ensaios (STEFANELLO, 2021) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Bioensaio de Euschistus heros. A – Materiais usados para montagem do bioensaio, 

conforme descrito em metodologia. B – Ensaio montado, com dieta artificial e insetos de 2º 

instar de E. heros. 

 

6.4.5.5. Caenorhabditis elegans Brenner, 1974 (Rhabditida: Rhabditidae) 

 

O bioensaio foi realizado em placas de Petri, contendo 7,5 mL da suspensão de C. 

elegans e 2,5 mL da suspensão bacteriana, em triplicata. Um total de 60 nematoides, no estágio 

L2-L4, foram utilizados. Como controle foi utilizado meio de cultura Embrapa puro, meio 

Embrapa com eritromicina, Furadan e solução salina a 8,5%. O ensaio foi armazenado em 

incubadora, com luz apagada a 21 ºC por 48 h. Após esse período, avaliou-se o número de 

nematoides vivos, essa avaliação foi realizada pela coleta de 2 mL do conteúdo de cada placa, 

A B 



 

219 

 

diluídos 30 vezes, e com auxílio de uma câmera Peters e microscópio óptico, foram realizadas 

as contagens dos indivíduos vivos na suspensão, sendo realizadas três contagens para cada 

placa, e posteriormente considerada a média dessas contagens (MONTALVÃO et al. 2018) 

(Figura 4). 

 

 

Figura 4. Cultura de Caenorhabditis elegans observada em microscópio óptico sob 

amplificação de 4000 X. 

 

6.4.6. Análise e interpretação dos resultados de bioensaios seletivos de mortalidade 

 

Por ser um estudo qualitativo, em que é verificado se a bactéria mata ou não o inseto e 

nematoide, a correção da mortalidade observada em larvas de S. frugiperda, H. armigera, C. 

includens, A. grandis, A. aegypti, E. heros e na espécie de nematoide C. elegans por isolados 

de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. foi realizada através da 

equação abaixo proposta por Henderson-Tilton (1955): 

 

𝐶𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑜% = (1 −  
𝑛 𝑒𝑚 𝐶𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑜 𝑇 ∗ 𝑛 𝑒𝑚 𝑇 𝑎𝑝ó𝑠 𝑑𝑜 𝑇

𝑛 𝑒𝑚 𝐶𝑜 𝑎𝑝ó𝑠 𝑇 ∗ 𝑛 𝑒𝑚 𝐶𝑜 𝑎𝑝ó𝑠 𝑇
) ∗ 100 

 

Onde: n = população de insetos; T = tratamento, Co = controle. 
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6.4.7. Antagonismo de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp. e Priestia spp. 

em F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Sclerotinia sclerotiorum 

 

A avaliação do antagonismo das espécies de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia 

spp. e Brevibacillus spp. a F. oxysporum f. sp. vasinfectum e S. sclerotiorum foi realizada 

através do confronto direto, com a adoção do método de pareamento de culturas em placas de 

Petri, conforme Dennis e Webster (1971) e Montalvão et al. (2021), com adaptações. As 

culturas fúngicas foram cedidos pelo Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia. Assim, os isolados de fungo foram multiplicados inicialmente em 

placas contendo o meio de cultura BDA, acondicionadas em câmara de crescimento (Fanen, 

mod. 347), à 25º ± 2º C e fotofase de 12 horas, durante nove para F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum e três dias para S. sclerotiorum. 

Discos de ágar (0,5 cm de diâmetro) contendo estrutura fúngica retirados da cultura pura 

do patógeno foram depositados na região central das placas, contendo o meio de cultura BDA 

+ meio Embrapa, proporção 1:1 (50% de cada meio de cultura). O antagonista, ou seja, a cultura 

bacteriana foi aplicada em quatro pontos da placa em alíquotas de 10 µL cada, de modo que 

ficassem equidistantes. Foram feitas quatro repetições para cada tratamento, incluindo a 

testemunha. Como controle foram preparadas placas de BDA + meio Embrapa, contendo o 

patógeno, sem a presença dos antagonistas (Figura 6).  

 

 



 

221 

 

Figura 6. Teste pareado. As setas indicam a disposição de cada um dos componentes do ensaio. 

O disco contendo o patógeno foi depositado no centro da placa e a suspensão bacteriana em 

quatro pontos laterais e equidistantes. Fonte: Montalvão, 2016. 

 

Após a montagem do ensaio, as placas foram acondicionadas em câmara de crescimento 

(Fanen, mod. 347), à 25º ± 2º C e fotofase de 12 horas. As avaliações foram realizadas após 

nove dias cultivo (Fusarium sp.) e três dias de cultivo (Scleriotinia sp.) utilizando-se da escala 

de notas proposto por Montalvão (2016), em que a classificação foi determinada de B0 a B5 

(0-100%) que demonstra o crescimento fúngico com a interferência do antagonista (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Crescimento das colônias fúngicas em ensaio pareado. Figuras de B0 a B5 mostram 

o crescimento com interferência do antagonista. Fonte: Montalvão, 2016. 

 

6.4.8. Solubilização de fósforo 
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A capacidade de solubilização de fosfato foi avaliada utilizando-se a metodologia 

descrita por Sylvester-Bradley et al. (1982). Foi utilizado o meio GY autoclavado que ao atingir 

uma temperatura próxima a 50°C, foi adicionado 50 mL de K2HPO4 (10%) e 100 mL de CaCl2 

(10%) também autoclavados para a formação de precipitado insolúvel de CaHPO4 e em seguida 

o meio de cultura foi distribuído em placas de Petri. Vinte microlitros do cultivo final de cada 

isolado foram utilizados para a inoculação em um ponto do meio de cultura. As placas foram 

mantidas no escuro em estufa de crescimento por 7 dias a 30°C. A avaliação consistiu no 

aspecto visual, em que foi considerado estirpes solubilizadores de fosfato, aquelas que 

formaram um halo transparente no meio de cultura originalmente opaco. O ensaio foi realizado 

em triplicata. 

 

6.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.5.1. Bioensaios seletivos insetos e nematoide 

 

 Através dos bioensaios seletivos foi possível verificar o nível de patogenicidade das 37 

estirpes em estudo sobre as espécies de insetos e nematoide. É visível que as espécies de insetos 

da ordem Lepidoptera foram mais suscetíveis as atividades inseticidas das estirpes bacterianas, 

principalmente a espécie Helicoverpa armigera, cuja proporção de isolados ativos e 

patogênicos foi de vinte e seis cepas, sendo o índice médio de mortalidade ≥ 80%. 

Essa alta taxa de mortalidade (≥ 80%) para H. armigera não foi somente exclusiva aos 

isolados de B. thuringiensis, cuja produção de inclusões proteicas é efetivamente tóxica a uma 

grande variedade de insetos da ordem Lepidoptera, mas também de isolados pertencentes ao 

grupo Bacillus subtilis sensu lato, Bacillus cereus sensu lato e a espécie Brevibacillus 

laterosporus (Tabela 1). Entende-se que as bactérias entomopatogênicas são capazes de 

desenvolver uma ampla variedade de mecanismos e estratégias de toxicidade para invadir o 

corpo do inseto (JURAT-FUENTES; JACKSON, 2012). Entre esses mecanismos estão as 

toxinas inseticidas, ou proteínas cristalinas típicas de B. thuringiensis e Lysinibacillus 

sphaericus (RUIU, 2015), corpos parasporais, proteínas e antibióticos produzidos por 

Brevibacillus laterosporus (ZUBASHEVA et al., 2010), fatores de virulência de insetos, 

localizados nas camadas mais externas de esporos, presentes em espécies do grupo B. cereus 

s.l (RUIU et al., 2015), e propriedades antimicrobianas, por lipopeptídeos presentes em espécies 

do grupo B. subtilis s.l (LUO et al.,2015).  
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Além disso, outros fatores também podem influenciar a atividade inseticida da cepa 

sobre o inseto, seja pela existência de diferentes sítios de ligação ou diferentes receptores no 

intestino médio do lepidóptero, no caso de isolados de Bt, seja pelo metabolismo bacteriano 

e/ou por alterações nas funções fisiológicas básicas do inseto, devido ao habitat onde se 

encontram, a fonte de alimento e seu estágio de desenvolvimento, que podem interferir no 

fortalecimento das respostas imunes na proteção contra entomopatógenos (SHAO et al. 2017).  

Independentemente dos fatores que influenciaram a alta mortalidade de H. armigera, 

verificou-se uma ampla diversidade de espécies patogênicas a esse inseto, além do tradicional 

B. thuringiensis. Esse fato é de extrema importância, uma vez que, caso haja resistência do 

lepidóptero às formulações existentes, essas espécies podem se tornar novos agentes de 

biocontrole.  

  

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade nos bioensaios seletivos das cepas Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. contra H. armigera (Ha), S. 

frugiperda (Sf), C. incluedes (Ci), A. grandis (Agr), Ae. aegypt (Agy), E. heros (Ehe) e C. 

elegans. 

  % Mortalidade nos bioensaios seletivos 

         

Estirpe Spp. Lepidoptera Diptera Coleoptera Hemiptera Nematoda 

  Ci Ha Sf Agy Agr Ehe Ce 

S0002 Lsp 55 70 35 90 35 45 0 

S0043 Btrop 20 95 45 2 45 30 0 

S0127 Lsp 50 65 70 60 50 30 30 

S0167 Bc 45 80 55 5 50 60 0 

S0615 Bt 100 100 95 30 35 75 10 

S0663 Bc 70 95 65 5 65 40 10 

S0953 Bc 40 80 65 0 70 70 20 

S1338 Pmeg 70 45 45 0 25 55 5 

S1431 Brlate 40 70 5 0 25 30 0 

S1438 Brlate 10 100 5 0 40 50 10 

S1450 Bt 100 100 100 35 35 75 0 

S1576 Bt 100 100 70 0 55 20 5 

S1624 Blu 55 95 55 0 42 25 0 

S1647 Btoy 55 75 65 0 50 5 0 

S1989 Bt 60 100 60 100 55 30 0 

S2536 Bamy 95 100 50 0 70 30 0 

S2538 Pary 65 55 35 0 45 77 0 

S2566 Bt 100 100 100 0 45 20 0 
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Continuação... 

  % Mortalidade nos bioensaios seletivos 

         

Estirpe Spp. Lepidoptera Diptera Coleoptera Hemiptera Nematoda 

  Ci Ha Sf Agy Agr Ehe Ce 

S2776 Bs 35 80 80 0 50 10 5 

S2777 Bli 25 100 15 0 25 35 10 

S2781 Bpar 40 70 25 0 25 50 30 

S2782 Bt 60 100 50 100 20 25 0 

S2783 Bp 60 80 50 5 20 30 0 

S2784 Bv/Ba 70 85 45 0 20 20 5 

S2785 Bamy 100 95 80 0 25 60 5 

S2786 Bmy 30 40 20 0 60 40 1 

S2787 Ba 100 100 55 0 60 30 5 

S2788 Bamy 70 90 55 66 55 57 1 

S2790 Bs 60 80 40 0 100 40 0 

S2791 Bamy 85 90 50 0 15 57 0 

S2792 Bat 30 95 40 0 15 25 85 

S2794 Bs 50 75 20 0 35 30 5 

S2795 Bp 75 100 65 0 35 63 0 

S2796 Bs 65 55 20 0 20 30 0 

S2893 Bsi 40 55 45 0 30 35 0 

S2894 Lcap 45 95 10 0 25 40 15 

S2896 Bs 30 85 15 0 20 55 0 

 

Para as outras espécies de insetos da ordem Lepidoptera observou-se que oito estirpes 

apresentaram mortalidade superior a 80% para C. includens: S2791 (85%), S2536 (95%), 

S0615 (100%), S1450 (100%), S1576 (100%), S2566 (100%), S2785 (100%), S2787 (100%). 

E cinco com mortalidade ≥ 80% para S. frugiperda: S2776 (80%), S2785 (80%), S0615 (95%), 

S1450 (100%), S2566 (100%).  

É visível que a maior proporção de cepas ativas as espécies de lepidópteros foram dos 

isolados de B. thuringiensis e B. amyloliquefaciens, cujo índice de mortalidade foi superior a 

80%. Compreende-se que o potencial patogênico do B. thuringiensis deve-se principalmente à 

sua capacidade de produzir proteínas cristalinas inseticidas (Cry e Cyt) e, em certos casos 

devido à produção de toxinas inseticidas vegetativas (Vips) e secretadas (Sips). Diante desse 

contexto, realizou-se uma triagem de detecção de genes cry, cyt, vip e sip nas cepas de B. 

thuringiensis, e constatou-se que, os genes prevalentes entre as amostras foram cry1 e cry2, 

presentes principalmente nas estirpes S1450, S0615, S2566 e S1576. Ainda, ressalta-se que 
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todos os isolados que abrigaram cry1, também continha o gene cry2, sendo esses dois genes 

especificamente tóxicos a insetos da ordem Lepidoptera (LONE et al., 2017). Também foi 

detectado na estirpe S1576 o gene cry9 igualmente ativo a essa ordem de insetos (Tabela 2). 

 

Tabela 2.  Distribuição de genes cry, cyt, vip e sip em estirpes de Bt.   

Amplificação dos genes do tipo cry 

 cry1 cry2 cry4 cry6 cry9 cry10 cry11a cry11b 

Estirpes         

S1450 + + - - - - - - 

S1989 - - + - - + + - 

S1576 + + - - + - - - 

S0615 + + - - - - - - 

S2782 -  + - + - + - 

S2566 + + - - - - - - 

Amplificação dos genes do tipo cyt, vip e sip 

 cyt1 cyt2 vip1a vip1c vip2a vip2b vip3ab sip 

Estirpes         

S1450 - - - - - - + - 

S1989 - - - - - - - - 

S1576 - - - - - - + - 

S0615 - - - - - - - - 

S2782 + + - - - - - - 

S2566 - - - + - - + - 

(-) amostras que não apresentaram produto de amplificação para o gene testado; (+) amostras que 

apresentaram produto de amplificação para o gene testado. 

 

Ademais, destaca-se que a forma do cristal é uma importante indicação de seu conteúdo 

de proteínas Cry, sendo, portanto, utilizada como indício da atividade inseticida da espécie de 

Bt, e como primeiro critério visual de classificação da espécie, em comparação as outras do 

mesmo grupo filogenético (LÓPEZ-MEZA; IBARRA, 1996; MAHALAKSHMI et al., 2012). 

Assim, de acordo com Monnerat et al. (1999), Jain et al. (2017) e Nair et al. (2018) isolados de 

Bt com cristais do tipo bipiramidais e cuboides abrigam um complexo gênico de cry1A, cry1IA, 

cry1B, cry1D, cry2, cry9 e vip3A, aos quais são efetivamente ativos contra lepidópteros. De 
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fato, essa correlação foi constatada nesse estudo, visto que as cepas S1450, S0615, S1576 e 

S2566 apresentaram cristais com esse tipo de conformação (Capítulo 3). 

Também durante a triagem, verificou-se que esses mesmos isolados apresentaram 

amplificação compatível para o gene vip3AB, bem como para o gene vip1C na cepa S2566. As 

proteínas Vip são conhecidas por complementar ou sinergizar as atividades inseticidas das 

proteínas Cry (CHAKROUN et al., 2016). Esta complementariedade e coexistência podem 

indicar que, os genes correspondentes tenham coevoluído em cepas que exibem especificidade 

de insetos semelhantes, expandindo assim seu espectro de atividade inseticida e prevenindo a 

evolução da resistência de insetos às proteínas Cry (ZHENG et al., 2017). Além disso, as 

toxinas Vip3, cuja homologia de sequências não está relacionada as proteínas Cry, têm 

toxicidade para uma ampla variedade de insetos da ordem Lepidoptera (ESCUDERO et al., 

2014).  

As espécies de B. amyloliquefaciens são amplamente utilizadas como agentes de 

biocontrole devido a produção de antibióticos e lipopeptídeos cíclicos surfactantes (CLP), como 

surfactina, iturina A, fengicina e bacilomicina D (ONGENA; JACQUES, 2008; PÉREZ-

GARCIA et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2015). Esses metabolitos possuem atividade 

antifúngicas e antibacterianas contra patógenos de plantas, mas poucos são os dados disponíveis 

sobre a sua atividade inseticida da espécie. 

De fato, pela exploração do genoma dessas estirpes foi possível detectar genes 

responsáveis pela codificação de lipopeptídeos. Por exemplo, o operon srfA necessário para a 

biossíntese não ribossomal da surfactina sintase foi detectado nas estirpes de B. 

amyloliquefaciens, com identidade de sequência de DNA de 90% para os isolados. No entanto, 

nessas estirpes foi detectado apenas um, dos quatro genes codificadores das subunidades da 

surfactina sintase, srfAC (Capítulo 1). 

A surfactina é um biossurfactante poderoso, e é possível que a suscetibilidade das larvas 

de lepidópteros à B. amyloliquefaciens esteja associada a interação dos lipopeptídeos presentes 

nessas espécies, com os lipídios da membrana dos insetos. Esse contato do biossurfactante com 

a membrana, pode ocasionar a formação de poros no intestino médio da larva, destruindo a 

membrana por uma interação do tipo detergente (BUTKO, 2003). Essa hipótese foi apoiada e 

defendida por Khedher et al. (2015), em que observações microscópicas mostraram mudanças 

significativas no intestino médio de larvas de Tuta absoluta, quando tratadas com o 

biossurfactante AG1, extraído de um isolado de B. amyloliquefaciens. Ainda, Yun et al. (2013) 
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também verificaram que a surfactina (lipopeptídeo) produzida por B. amyloliquefaciens possui 

propriedades inseticida contra Myzus persicae.  

Também foi observado que as cepas S2777 e S2795, respectivamente um B. 

licheniformis e B. pumilus ocasionaram 100% a mortalidade de larvas de H. armigera. Além 

disso, a cepa S2783, outro B. pumilus, reduziu a sobrevivência do inseto em 80%. De acordo 

com a literatura, B. pumilus é uma espécie promotora de crescimento vegetal e solubilizadora 

de fósforo (BACH et al., 2022). Mas também possui atividades antifúngicas e antibacterianas 

(BOTTONE; PELUSO, 2000; AUNPAD; NA-BANGCHANG, 2004). Todavia, existem 

estudos que comprovam a atividade inseticida de cepas de B. pumilus contra a lagarta-da-raiz 

do milho (Diabrotica virgifera virgifera) (DISI et al., 2018), a lagarta do cartucho (Spodoptera 

exigua) (HEINS et al., 1999) e a larvas de Ceratitits capitata (mosca-das-frutas) (MOLINA et 

al., 2009). A atividade inseticida dessa espécie pode estar condicionada ao seu processo de 

esporulação, ou pela presença de cristais de oxalato descarboxilase (MOLINA et al., 2009; 

GARCIA-RAMON et al., 2017), entretanto, nas estirpes de B. pumilus não foram observadas 

formações de inclusões proteicas, e não foram detectados no genoma da cepa S2795 genes 

codificadores de metabólitos secundários que elucidassem os índices de mortalidade obtidos. 

As atividades inseticidas das espécies de Bacillus subtilis (S2776, S2790, S2794, S2796 

e S2896) também foram constatadas nesse estudo. Assim, os melhores índices de mortalidade 

foram obtidos pelas cepas S2794, S2790, S2776 e S2896, cuja letalidade à H. armigera foi de 

75%, 80%, 80% e 85%, respectivamente. Para as outras espécies de lepidópteros essa taxa foi 

menor que 65%, com exceção da estirpe S2790 que reduziu a sobrevivência de S. frugiperda 

em 80%. Diferentemente das espécies de B. amyloliquefaciens, os isolados de B. subtilis 

(S2794, S2796 e S2896) apresentaram o operon srfA, e os quatro genes das subunidades da 

surfactina sintase, srfAA, srfAB, srfAC e srfAD em seus genomas, fato esse que explicaria os 

percentuais de mortalidade obtidos por essas cepas, uma vez que esse cluster gênico é 

responsável por produzir e liberar compostos biossurfactantes com atividades antifúngica e 

antibacteriana, e possivelmente inseticida.  

Além disso, a cepa S2790 ocasionou 100% da mortalidade do coleóptero A. grandis, 

sendo esse, talvez, o primeiro relato sobre a toxicidade dessa espécie ao coleóptero, uma vez 

que na literatura não foram encontrados relatos sobre a atividade inseticida de B. subtilis à A. 

grandis. Porém, existem estudos que comprovam ação entomopatogênica da espécie B. subtilis 

à insetos da ordem Lepidoptera e Diptera, como Spodoptera littoralis (ABD EL-SALAM et al., 

2011), Drosophila meganogaster (ASSIE et al., 2002), Spodoptera litura 
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(CHANDRASEKARAN et al., 2012), Culex quinquefasciatus (DAS; MUKHERJEE, 2006) e 

Aedes aegypti (REVATHI et al., 2013). Ademais, estudos sugerem que a atividade inseticida e 

larvicida da espécie B. subtilis é proveniente da ampla gama de peptídeos bioativos, incluindo 

lipopeptídeos, como os compostos de iturina e surfactina, produzidos pela bactéria. Além disso, 

esses compostos são biossurfactantes anfifílicos ativos na membrana do inseto e antibióticos 

peptídicos com potente ação entomicida (CHEN et al., 2008; REVATHI et al., 2013). 

Resultados significativos na mortalidade de A. grandis também foram observados em 

uma cepa de B. cereus (S0953) e em uma estirpe de B. amyloliquefaciens (S2536), cujas taxas 

de mortalidade foram de 70%. A atividade inseticida da espécie de B. amyloliquefaciens à 

coleópteros ainda é desconhecida, suponha-se apenas que a ação entomicida da espécie 

bacteriana possa ser semelhante a apresentada por B. subtilis, em que a produção de 

lipopeptídeos é responsável pela toxicidade ao inseto. No entanto, para B. cereus, de acordo 

com Perchat et al. (2005) algumas cepas da espécie mostraram ter a capacidade de produzir 

exotoxinas inseticidas, porém de não natureza proteica. Esses mesmos autores verificaram que 

quatro cepas de B. cereus, entre 575 cepas, produziram uma exotoxina ativa contra A. grandis, 

sem relação com β-exotoxina I, porém com taxa de mortalidade ≥ 50%. No entanto, a atividade 

inseticida dos metabólitos produzidos por B. cereus e seu modo de ação permanecem 

desconhecidos e merecem ser mais investigados. 

Diferentemente das espécies de inseto da ordem Lepidoptera e Coleoptera, as larvas do 

díptero Ae. aegypti foram suscetíveis a apenas três cepas, em um índice de mortalidade ≥ 90%. 

As estirpes S1989 e S2782 caracterizadas como B. thuringiensis ocasionaram 100% da 

letalidade das larvas de Ae. aegypti. Nas observações microscópicas do Capítulo 3 verificou-se 

que essas cepas apresentaram conformação de cristais esféricos, e por qPCR constatou-se a 

detecção de genes do tipo cry4, cry10, cry11a, cyt1 e 2, aos quais são condizentes com a 

subespécie ser. israelensis e proporcionalmente tóxicas a insetos da ordem Diptera.  

 O Bti é uma espécie amplamente utilizada mundialmente como agente de biocontrole 

de várias espécies de mosquitos e larvas de mosca negra. A toxicidade dessa espécie bacteriana 

é atribuída principalmente a diferentes modos de ação e interações sinérgicas entre suas quatro 

principais toxinas, cry4Aa, cry4Ba, cry11Aa e cyt1Aa (CRICKMORE et al., 1995; PONCET et 

al., 1995, WIRTH et al., 2005; LOKE et al., 2010; EL-KERSH et al., 2016). A ingestão desses 

cristais por larvas de mosquito leva rapidamente à formação de poros, lise celular, septicemia, 

finalmente a morte da larva (GILL et al., 1992; MAAGD et al., 1999). Além disso, o Bti 
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também é considerado uma alternativa ambientalmente segura, devido aos seus efeitos mínimos 

em organismos não-alvo (BOISVERT, 2007; TETREAU et al. 2012). 

 Essas cepas de Bti também foram igualmente toxicas a H. armigera (100%). Contudo, 

na literatura, poucos são os estudos referentes a suscetibilidade de H. armigera à B. 

thuringiensis ser. israelensis. Apenas as proteínas cry1, cry2 e cry9, codificadas pelas cepas B. 

thuringiensis var. kurstaki (Btk) e B. thuringiensis var. aizawai (Bta) são empregados no 

controle de lepidópteros (URIBE et al., 2003; SOUZA et al., 2009). No entanto, Souza et al. 

(2009) constataram que uma cepa de Bti exibiu mortalidade acima de 50% a S. frugiperda 

(Lepidoptera). IGNOFFO et al. (1981) relataram que o Bti foi tóxico a Trichoplusia ni, 

Heliothis zea e Heliothis virecens, todos insetos da ordem Lepidoptera.  

Ainda, de acordo com Pigott e Ellar (2007); Souza et al. (2009) os receptores de 

membrana da toxina, presentes no intestino médio das lagartas, podem variar entre as espécies 

de lepidópteros. Desse modo, uma ou mais toxinas de B. thuringiensis ser. israelensis poderiam 

ser específicas a algum receptor presente no intestino médio da H. armigera, ocasionando assim 

a sua morte. Além disso, outras duas hipóteses, de acordo com Barboza-Corona et al. (2003), 

poderiam estar envolvidas no processo biológico de mortalidade da H. armigera, por Bti. A 

primeira seria a possibilidade de haver sinergismo entre todas as toxinas dessa bactéria sobre a 

espécie, e a segunda seria a existência de outras moléculas, além das toxinas cry e cyt, como as 

quinases, que ocasionariam a letalidade do lepidóptero. 

 Outra cepa efetivamente tóxica a Ae. aegypti foi a S0002, caracterizada como 

Lysinibacillus sphaericus. Apesar de haver duas estirpes de mesma espécie, a cepa S0127, 

ocasionou apenas 60% da mortalidade das larvas do díptero, enquanto a S0002, ocasionou 90% 

da letalidade do mosquito. Esse mesmo resultado foi corroborado por Rojas-Pinzón e Dussán 

(2017), em que um isolado de Ly. sphaericus causou 90% de mortalidade das larvas de Ae. 

aegypti. O Lys sphaericus é uma bactéria com atividade entomicida, atribuída principalmente 

a toxina binária, ou Bin, produzida durante os estágios finais de esporulação da espécie 

(BERRY, 2012). Os cristais contendo os dois polipeptídios que compõem a toxina binária são 

solubilizados e ativados no intestino médio da larva, onde ocorre os efeitos citopatológicos 

(SILVA; PEIXOTO, 2003; LEKAKARN et al.,2015). 

 Ademais, em Ly. sphaericus existe outras proteínas menos tóxicas, aos quais são 

produzidas nas células vegetativas, mas degradadas por proteases na fase logarítmica tardia, 

chamadas de toxinas Mtx 1, 2 e 3 (THANABALU; PORTER, 1995). A proteína da camada S é 
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uma matriz paracristalina que cobre toda a superfície e pode estar localizada na célula 

vegetativa ou dentro do esporo (PEÑA et al., 2006).   

 Resultados significativos de mortalidade também foram observados com a cepa S2788, 

B. amyloliquefaciens, ao díptero Ae. aegypti, cuja sobrevivência das larvas do indivíduo foi 

reduzida em 66%. Entende-se que a atividade larvicida dessa estirpe está associada à sua 

capacidade em produzir e secretar surfactina, composto biossurfactante capaz de reduzir a 

tensão superficial da água ou de qualquer outro líquido (GEETHA et al., 2011). Resultados 

semelhantes foram obtidos por Torres et al. (2022), em que duas cepas de B. amyloliquefaciens 

(CBMDDrag3 e CBMDLO3) diminuíram a sobrevivência de Musca domestica L. em 30 e 50%. 

Enquanto, GEETHA et al. (2011) constataram que uma cepa de B. amyloliquefaciens 

apresentou um metabólito mosquitocida (biossurfactante) eficaz contra os estágios larval e 

pupal de Anopheles stephensis, Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti. 

 Para os resultados com o nematoide C. elegans, observou-se que a estirpe S2792, um 

Bacillus atrophaeus, mostrou forte atividade nematicida contra o nematoide, sendo a taxa de 

mortalidade de 85%. Entende-se que C. elegans é apresentado como organismo modelo, e é a 

partir desse nematoide que estudos maiores são gerados e aprofundados. Assim, é possível 

constatar com os resultados obtidos nesse estudo indicam que a espécie de B. atrophaeus possui 

uma certa patogenicidade contra nematoides, e esse fato foi confirmado e constatado por Ayaz 

et al. (2021), em que uma espécie de B. atrophaeus (GBSC56) foi efetivamente tóxica ao 

nematoide Meloidogyne incognita (90%), reduzindo gradualmente o movimento dos 

nematoides até serem mortos em 48h. Segundo os autores a cepa GBSC56 possui a capacidade 

de produzir compostos orgânicos voláteis (COs), aos quais possuem atividade nematicida, 

assim esses compostos são dissulfeto de dimetila (DMDS), isovalerato de metila (MIV) e 2-

undecanona (2-UD). Não se sabe ao certo se a cepa S2792 possui a capacidade de produzir 

esses mesmos compostos voláteis, sendo necessário ensaios de cromatografia para confirmar 

esse fato.  

Ademais, com relação os bioensaios seletivos realizados no percevejo marrom 

neotropical, E. heros, verificou-se que não houve mortalidade acima de 80% entre as 37 estirpes 

bacterianas. No entanto, resultados satisfatórios de toxicidade e redução da sobrevivência do 

inseto foram obtidos por seis cepas, sendo S2538 – P. aryabhattai (77%), S0615 e S1450 – B. 

thuringiensis (75%), S0953 – B. cereus (70%), S2795 – B. pumilus (63%) e, S2785 – B. 

amyloliquefaciens (60%). O inseto parasitoide Trissolcus basalis (Woll.) é o agente biológico 

mais utilizado em programas de controle biológico de percevejos da soja (CORRÊA-
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FERREIRA, 1993). Poucos são os estudos que investigam a atividade entomopatogênica das 

espécies bacterianas no controle de E. heros. No entanto, o estudo desenvolvido por 

Schünemann et al. (2018), demonstraram que E. heros foi suscetível a seis isolados de Bt, 

contendo toxinas do tipo cry1, cry2 e cry9 combinadas. Esse estudo corrobora com que foi 

observado nesse trabalho, uma vez que foram detectados nas cepas S0615 e S1450 os genes 

cry1 e 2.  

Além disso, não existem estudos que comprovam a toxicidade de P. aryabhattai à 

insetos, sendo esse o primeiro relato da efetividade de controle da espécie a E. heros. Existem 

apenas estudos que comprovam que a espécie bacteriana é excelente bioinoculante, uma vez 

que a bactéria pode induzir resistência de espécies vegetais à estresses abióticos, como a seca 

(MAY et al., 2019). Ainda, P. aryabhattai é uma espécie industrialmente importante, pois é 

resistente ao arsênico e a radiação UV, o que permite que essa bactéria seja acessível a 

tecnologias de remediação de metal convencionais e caras (STRINGFIXER, 2021). 

 

6.5.2. Antagonismo de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. 

em F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Sclerotinia sclerotiorum 

 

 Dentre as 37 estirpes avaliadas, 14 cepas inibiram o crescimento dos fitopatógenos 

Fusarium sp. e Sclerotinia sp. (Tabela 3) (Figura 8). No entanto, as maiores taxas de inibição 

foram pertencentes aos isolados da espécie B. amyloliquefaciens, S2536 e S2785, que inibiram 

75% do crescimento de F. oxysporum f. sp. vasinfectum e 100% de Sclerotinia sclerotiorum. 

As estirpes S2788 e S2791, B. amyloliquefaciens, inibiram 50% do crescimento de Fusarium 

oxysporum e 75% e 50% de Sclerotinia sclerotiorum, respectivamente.  

A estirpe S2787 (B. amyloliquefaciens) também apresentou ação antagonista contra os 

fitopatógenos F. oxysporum f. sp. vasinfectum e S. sclerotiorum, reduzindo seus crescimentos 

miceliais em 50%. Em contrapartida, o isolado S2784 (B. amyloliquefaciens) não apresentou 

um bom comportamento antagonista sobre esses dois fungos, uma vez que essa cepa impediu 

apenas 25% do crescimento S. sclerotiorum. 

Muitas cepas de B. amyloliquefaciens têm sido utilizadas com sucesso no controle de 

doenças de plantas causadas por fitopatógenos foliares e de solo. Por exemplo, Yuncheng et al. 

(2014) comprovaram a eficiência antagônica de B. amyloliquefaciens (NJZJSB3) no controle 

de Rhizoctonia solani (74%), F. oxysporum f. sp. cucumerinum (70%), F. oxysporum f. sp. 

niveum (66,4%), F. oxysporum f. sp. cubense (63,8%) e F. oxysporum f. sp. dioscorea (46%). 
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Além disso, a aplicação de suspensões de células da cepa NJZJSB3 proporcionou 80% do 

controle de S. sclerotiorum em folhas de canola.  

 

Tabela 3. Atividade antagônica das estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. 

e Brevibacillus spp. contra os fitopatógenos de F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Scherotinia 

sclerotiorum em porcentagem de inibição de crescimento. 

  % Inibição do crescimento do fitopatógeno 

Estirpes Spp. 
Fungos 

F. oxysporum f. sp. vasinfectum Sclerotinia sclerotiorum 

S0002 Lsp 0 0 

S0043 Btrop 0 0 

S0127 Lsp 50 25 

S0167 Bc 0 0 

S0615 Bt 0 0 

S0663 Bc 0 0 

S0953 Bc 0 25 

S1338 Pmeg 0 0 

S1431 Brlate 0 0 

S1438 Brlate 0 0 

S1450 Bt 0 0 

S1576 Bt 0 0 

S1624 Blu 0 25 

S1647 Btoy 0 0 

S1989 Bt 0 50 

S2536 Bamy 75 100 

S2538 Pary 0 0 

S2566 Bt 0 0 

S2776 Bs 0 0 

S2777 Bli 0 25 

S2781 Bpar 25 0 

S2782 Bt 0 0 

S2783 Bp 0 0 

S2784 Bv/Ba 0 25 

S2785 Bamy 75 100 

S2786 Bmy 0 0 

S2787 Bamy 50 0 

S2788 Bamy 50 75 

S2790 Bs 0 0 
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Continuação...    

Estirpes Spp. 
Fungos 

F. oxysporum f. sp. vasinfectum Sclerotinia sclerotiorum 

S2791 Bamy 50 50 

S2792 Bat 0 0 

S2794 Bs 0 50 

S2795 Bp 0 0 

S2796 Bs 0 0 

S2893 Bsi 50 0 

S2894 Lcap 0 0 

S2896 Bs 0 0 

 

Ademais, entre os outros isolados pertencentes ao grupo B. subtilis s.l., apenas as cepas 

S2794 (B. subtilis) apresentou ação antagonista contra os fitopatógenos F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum e S. sclerotiorum, cuja inibição do crescimento micelial in vitro dos fungos foi de 

50%. Entretanto, em um estudo realizado por Chen et al. (2014) constataram que uma cepa de 

B. subtilis (EDR4) inibiu o crescimento de hifas de S. sclerotiorum em 72%. 

A atividade antifúngica das espécies pertencentes ao grupo B. subtilis s.l. é bastante 

conhecida e utilizada. Essas espécies são potenciais agentes de biocontrole de fitopatógenos de 

plantas, devido a secreção de metabólitos secundários, como antimicrobianos, lipopeptídeos e 

sideróforos. Também existem espécies que produzem compostos orgânicos voláteis (COVs) 

que inibem o crescimento micelial de fungos (INSAM; SEEWALD, 2010; HENRY et al., 2011; 

CESCO et al., 2012). 

No genoma das estirpes S2536, S2784, S2785, S2787, S2788 e S2791 foram detectados 

três, dos quatro genes responsáveis pela biossíntese da bacilomicina L sintase, como bmyD, 

bmyA e bmyB. A bacilomicina é um membro da família de lipopeptídeos iturina, sintetizado por 

um mecanismo não ribossomal. Esse metabólito possui propriedades antifúngicas, 

principalmente contra fungos filamentosos (KOUMOUTSI et al., 2004; CAWOY et al., 2015), 

e alta bioatividade antimicrobiana (QIAN et al., 2016; SUN et al., 2018).  

Nessas mesmas cepas também foi detectado todo o cluster gênico responsável pela 

síntese da plipastatina, ppsA, ppsB, ppsC, ppsD e ppsE. Entretanto, o gene fenA presente na 

biossíntese da fengicina sintetase foi encontrado apenas na estirpe S2896, B. subtilis. Sabe-se 

que a fengicina e plipastatina são poderosos compostos antifúngicos, uma vez que a fengicina 
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possui uma variedade de bioatividades, como inibição do crescimento fúngico, perturbação, 

curvatura e formação de micelas em membranas artificiais (VANITTANAKOM et al., 1986; 

DELEU et al., 2005; PATEL et al., 2011). A plipastatina está envolvida na inibição da 

fosfolipase A2 e a formação de poros nas membranas fúngicas. Além disso, o uso desse 

composto é defendido como um substituto para fungicidas químicos, devido à sua 

biodegrabilidade e falta de toxicidade em plantas e animais (HARWOOD et al., 2018).  

Além disso, todo o operon biossintético da iturina, ituD, ituA, ituB e ituC, metabólito 

secundário com propriedades antifúngicas foi detectado nas estirpes de B. amyloliquefaciens. 

Ademais, todo o operon bacABCDE e o gene bacG (ywfH) responsável pela biossíntese e 

liberação da bacilisina, um composto antimicrobiano, também foi encontrado nessas mesmas 

espécies bacterianas. Nas espécies de B. subtilis, entretanto, foi detectado apenas os genes bacD 

e bacE da bacilisina. 

A detecção desses cluster gênicos sugerem que as espécies de B. amyloliquefaciens, 

principalmente, possuem capacidade de produzir e liberar compostos antifúngicos e 

antimicrobianos poderosos, justificando assim a ação antagonista dessas espécies contra os 

fungos F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Scherotinia sclerotiorum. 

Ademais, observou-se que uma cepa de Lysinibacillus sphaericus, S0127, inibiu 50% 

do crescimento micelial de F. oxysporum e 25% de S. sclerotiorum. E o isolado S1989, uma 

espécie de B. thuringiensis reduziu em 50% o desenvolvimento do fungo S. sclerotiorum. No 

entanto, esse comportamento antagonista não foi padrão para todas as espécies de B. 

thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus. 

 Na literatura, poucos são os estudos relacionados ao biocontrole de fungos por 

Lysinibacillus sphaericus, uma vez que essa espécie é amplamente utilizada para controle de 

insetos da ordem Diptera. Entretanto, Shabanamol et al. (2021) constataram que metabólitos 

antifúngicos putativos extraídos de uma cepa de Lysinibacillus sphaericus apresentaram 

atividade antagônica contra o patógeno Rhizoctonia soloni, ocorrendo 76,9% de inibição do 

crescimento do fungo. Essa mesma escassez de informações, sobre a ação antagonista contra 

fitopatógenos se aplica nas espécies de B. thuringiensis, porém alguns estudos descrevem que 

determinadas cepas de Bt são capazes de produzir compostos, como a bacteriocina (JEONG et 

al., 2016), fengicina (KIM et al., 2014) e compostos voláteis (ZHENG et al., 2013) que 

antagonizam diretamente patógenos de plantas, bem como induzem a resistência do vegetal a 

fitopatógenos. 
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Figura 8. Atividade antagônica das estirpes de Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Priestia spp. 

e Brevibacillus spp. contra o fitopatógeno Scherotinia sclerotiorum. A – B. thuringiensis 

(S1450); B – B. amyloliquefaciens (S2536); C – B. amyloliquefaciens (S2785); D – B. 

amyloliquefaciens (S2788); E – B. cereus (S0953); F - B. amyloliquefaciens (S2784); G – B. 

subtilis (S2794); H – B. thuringiensis (S1989); I – B. pumilus (S2795); J – L. sphaericus 

(S0002); K – Brev. laterosporus (S1438); L – B. subtilis (S2796). 

 

6.5.3. Solubilização de Fósforo 

 

 Foi constatado que as estirpes capazes de solubilizar fosfato, foram em sua grande 

maioria, as pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato, como B. amyloliquefaciens (S2536 e 

S2791), B. subtilis (S2790 e S2896), B. atrophaeus (S2792), B. licheniformis (S2777), B. 

pumilus (S2795) e B. spizizenii (S2893). Patil et al. (2014) descrevem que B. subtilis é um 

poderoso solubilizador de fosfato que tolera a salinidade do solo. Esse fato foi devidamente 

comprovado por Ahmad et al. (2018), ao qual constaram que uma cepa de B. subtilis (Q3) foi 

capaz de solubilizar de fósforo in vitro, e colonizar eficientemente raízes de algodão em solos 

salinos, permitindo que espécie vegetal nutrisse de fósforo. Além disso, Abdallah et al. (2018) 
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verificaram que a estirpe de B. amyloliquefaciens 32a, quando testada in vitro, foi capaz de 

produzir sideróforo, enzimas hidrolíticas, AIA e solubilizar fosfato inorgânico. E Mahdi et al. 

(2020) observaram que a cepa QA1 – B. licheniformis também exibiu uma alta atividade de 

solubilização de fosfato in vitro. 

Assim, diversos são os relatos das espécies pertencentes ao Bacillus subtilis s.l. na 

solubilização de P, uma vez que essas bactérias são capazes de produzir uma mistura de 

compostos denominados ácidos orgânicos, como ácido lático, oxálico, glicólico, 2-

cetogucônico, malônico e succínico (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999), que atuam na dissolução 

direta do material fosfático, ou quelando os cátions que acompanham o ânion fosfato (KUCEY 

et al., 1989, RICHARDSON, 1994). 

Também foram observados resultados significativos na solubilização de fósforo em 

duas cepas pertencentes aos gêneros Bacillus e Priestia, sendo uma estirpe de Bacillus cereus 

(S0167) e outra estirpe caracterizada como P. aryabhattai (S2538). Maheswar e Sthiyavani 

(2012) descrevem que uma cepa de B. cereus foi capaz de solubilizar fósforo in vitro, contudo, 

essa espécie não foi tão eficiente quanto a espécie de B. subtilis também avaliada no mesmo 

estudo, quando alteradas as condições de temperatura e pH nos ensaios. Assim, raros são os 

estudos que abordam a efetividade dessa espécie na solubilização de fósforo, entende-se apenas, 

que algumas espécies de Bacillus, incluindo B. cereus são capazes de melhorar o crescimento, 

desenvolvimento e rendimento de plantas, devido a produção de metabólitos bioativos e 

nutrientes (RADHAKRISHNAN et al., 2017). 

 Além disso, alguns estudos comprovaram a atividade solubilizadora de P. aryabhattai 

em fósforo, por exemplo, Ramesh et al. (2014) verificaram que dois isolados da espécie 

(MDSR14 e MDSR7) possuíram potencial para mobilizar P do solo e melhorar o crescimento, 

a produtividade e a assimilação de P nas culturas de soja e trigo. Ahmad et al. (2019) concluíram 

que Bacillus aryabhattai S10 foi uma espécie potencial solubilizadora de P que promoveu 

significativamente o crescimento e o valor nutricional de cultura de feijão-mungo e milho. 

Mesmo que esses resultados tenham sido obtidos em campo, os mesmos reforçam que a espécie 

P. aryabhattai, após ser avaliada em extensos ensaios de campo, pode ser uma espécie potencial 

para formulações de biofertilizante. 
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Tabela 4. Estimação da solubilização de fósforo nas espécies de Bacillus spp., 

Lysinibacillus spp., Priestia spp. e Brevibacillus spp. 

Estirpes Spp. Solubilização de Fósforo 

S0002 Lsp - 

S0043 Btrop - 

S0127 Lsp - 

S0167 Bc + 

S0615 Bt - 

S0663 Bc - 

S0953 Bc - 

S1338 Pmeg - 

S1431 Brlate - 

S1438 Brlate - 

S1450 Bt - 

S1576 Bt - 

S1624 Blu - 

S1647 Btoy - 

S1989 Bt - 

S2536 Bamy + 

S2538 Pary + 

S2566 Bt - 

S2776 Bs - 

S2777 Bli + 

S2781 Bpar - 

S2782 Bt - 

S2783 Bp - 

S2784 Bv/Ba - 

S2785 Bamy - 

S2786 Bmy - 

S2787 Bamy - 

S2788 Bamy - 

S2790 Bs + 

S2791 Bamy + 

S2792 Bat + 

S2794 Bs - 

S2795 Bp + 

S2796 Bs + 

S2893 Bsi + 

S2894 Lcap - 

S2896 Bs + 
(+) = houve a solubilização de fósforo; (-) = não houve a solubilização de fósforo. 
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6.6. CONCLUSÕES 

 

Foi constatado que houve uma diversidade de espécies patogênicas aos insetos da ordem 

Lepidoptera, incluindo B. thuringiensis e B. amyloliquefaciens.  

Nesse estudo verificou-se que as estirpes S2790 (B. subtilis) e S2792 (B. atrophaeus) 

reduziram a sobrevivência de A. grandis (Coleoptera) e C. elegans (Nematoda) em 100% e 85% 

respectivamente. Esses resultados reforçam o potencial inseticida e nematicida dessas cepas. 

Uma cepa de P. aryabhattai reduziu 77% da sobrevivência do percevejo marrom E. 

heros, indicando possivelmente que essa espécie poderia ser um potencial agente de biocontrole 

para E. heros. No entanto, maiores estudos devem ser realizados. 

As espécies pertencentes ao grupo B. subtilis sensu lato foram consideradas excelentes 

agentes para exploração de biofertlizantes, bioinseticidas e fungicidas, uma vez que algumas 

espécies desse grupo, como B. amyloliquefaciens (S2536, S2785, S2791, S2787), B. subtilis 

(S2776, S2790, S2794), B. pumilus (S2795) e B. licheniformis (S2777) foram patogênicas a 

insetos da ordem Lepidoptera e Coleoptera, antagonistas contra os fungos F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum e Scherotinia sclerotiorum e solubilizadoras de fósforo in vitro.  

A falta de atividade inseticida e antagônica por parte de algumas cepas desse estudo, 

não inviabilizam o potencial das mesmas para outros fins, uma vez que essas bactérias podem 

apresentar atividade entomicida a outras espécies de insetos, nematoides e fitopatógenos, ou 

produzirem metabólitos importantes industrialmente. 

Os resultados desse estudo prospectam um total de 34 cepas, com potencial entomicida, 

fungicida e/ou solubilizadora de fósforo, aos quais podem se tornar agentes de biocontrole e 

biofertilizantes para uma agricultura ecologicamente correta, econômica e sustentável. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS GERAIS 

 

 

Os resultados produzidos por esse estudo comprovaram que: 

 

 

1. A identificação e caracterização de espécies pertencentes aos gêneros Bacillus, 

Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus só é completamente satisfatória e precisa quando 

utilizado dois ou mais métodos de identificação, principalmente métodos fenotípicos 

clássicos e métodos moleculares;  

 

2. A caracterização morfológica e citomorfológica garante uma descrição primária e visual 

das espécies. Esse método pode ser usado como parâmetro inicial de seleção, no entanto, 

o mesmo possui baixa confiabilidade, uma vez que diversas cepas apresentaram padrões 

morfológico bastante similares entre si, principalmente dentre as espécies pertencentes 

aos grupos B. cereus s.l e B. subtilis s.l. 

 

3. O mesmo pode ser observado com a caracterização bioquímica por resistência a 

antimicrobianos, pois foram constatadas a resistência de diferentes espécies a um 

mesmo antibiótico ou a resistência de um grupo filogenético inteiro a um mesmo 

antibiótico, com por exemplo as espécies do grupo B. cereus s.l aos antibióticos β-

lactâmicos. Entretanto, esse método de identificação garante uma maior praticidade de 

execução e interpretação dos resultados, além de proporcionar uma compreensão do 

perfil de resistência e suscetibilidade das estirpes bacterianas.  

 

4. A identificação bacteriana por espectrometria de massa – MALDI TOF MS é limitada, 

uma vez que o banco de dados da plataforma comercial MALDI-Biotyper® possui um 

número restrito de espécies da classe Bacilli registradas. Desse modo, a construção de 

um banco de dados suplementar e/ou uma base de dados pública são necessárias. 

Todavia, o software MALDI-Biotyper® também apresentou falhas no processo de 

identificação, quando utilizado o banco de dados suplementar. Ademais, por ser uma 

técnica extremamente sensível a variações externas, quaisquer tipos de fatores, internos 

ou externos, podem influenciar a identificação correta das espécies bacterianas, sendo 

necessário uma padronização extremamente rigorosa e precisa. 
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5. A identificação bacteriana por métodos moleculares, como sequenciamento genético e 

qPCR garantiram os melhores resultados nesse estudo, uma vez que os mesmos foram 

capazes de identificar as espécies de forma concisa, sem apresentar muitas falhas ou 

erros. Apesar de serem métodos relativamente mais caros e que necessitam de um tempo 

maior para sua execução, a identificação por métodos moleculares garante uma maior 

confiabilidade nos resultados. Além disso, após estabelecidos todos os parâmetros para 

sua execução, esses métodos se tornam práticos, ágeis e com custo reduzido.  

 

6. O método de identificação por qPCR, após estabelecidos todos os parâmetros de uso e 

validação dos primers torna-se uma técnica prática, confiável, de rápida execução, de 

fácil interpretação, e com baixo custo de execução quando comparados ao 

sequenciamento genético.  

 

7. Existe uma diversidade de espécies patogênicas à insetos, nematoides e fungos de 

interesse agrícola, além do tradicional B. thuringiensis, que poderão ser excelentes 

agentes biológicos de biocontrole, principalmente em casos que há a resistência dos 

insetos às formulações existentes.  

 

8. O grupo B. subtilis s.l possui um complexo gênico extremamente importante e atuante 

no controle de pragas e doenças de interesse agrícola, bem como na solubilização de 

fósforo. Sendo assim, é recomendado o uso dessas espécies na agricultura, uma vez que 

as mesmas são excelentes agentes de biocontrole e biofertilização. 
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APÊNDICE I – CAPÍTULO 2 

 

Gráfico de amplificação, curva de melting e curva padrão de acordo com os ensaios 

realizados para primers destinados a identificação de espécies pertencentes aos gêneros 

Bacillus, Lysinibacillus, Priestia e Brevibacillus. 

 

 

Figura 1. Primer Bacillus atrophaeus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- 

Curva de Melting. 

A 

B

/ 

C 
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Figura 2. Primer Bacillus cereus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva 

de Melting. 

 

 

Figura 3. Primer Bacillus licheniformis. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- 

Curva de Melting. 

A 

B C 

A 
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Figura 4. Primer Bacillus luti. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva de 

Melting. 

 

 

Figura 5. Primer Priestia megaterium (B. megaterium). A – Gráfico de Amplificação; B – 

Curva Padrão; C- Curva de Melting. 
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Figura 6. Primer Bacillus methylotrophicus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 

 

 

Figura 7. Primer Bacillus mycoides. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva 

de Melting. 
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Figura 8. Primer Bacillus pumilus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva 

de Melting. 

 

 

Figura 9. Primer Bacillus safensis. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva 

de Melting. 
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Figura 10. Primer Bacillus spizizenii. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- 

Curva de Melting. 

 

 

Figura 11. Primer Bacillus subtilis. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- Curva 

de Melting. 

A 

B C 

A 

B C 



 

258 

 

 

Figura 12. Primer Bacillus tropicus 3. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- 

Curva de Melting. 

 

 

Figura 13. Primer Brevibacillus laterosporus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 
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Figura 14. Primer Bacillus thuringiensis 1. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 

 

 

Figura 15. Primer Bacillus thuringiensis 2. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 
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Figura 16. Primer Bacillus thuringiensis 3. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 

 

 

Figura 17. Primer Priestia aryabhattai (B. aryabhattai). A – Gráfico de Amplificação; B – 

Curva Padrão; C- Curva de Melting. 
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Figura 18. Primer Lysinibacillus sphaericus. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting. 

 

 

Figura 19. Primer Bacillus toyonensis. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; C- 

Curva de Melting. 
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Figura 20. Primer Bacillus amyloliquefaciens. A – Gráfico de Amplificação; B – Curva Padrão; 

C- Curva de Melting.  
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APÊNDICE II – CAPÍTULO 3 
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Figuras 1.  Morfologia das colônias das estirpes pertencentes aos gêneros Bacillus, 

Lysinibacillus e Priestia em meio de cultura Embrapa-ágar incubadas a 30 ºC por 48 h. A – 
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B. amyloliquefaciens (S2788); B - B. cereus (S0953); C – Lysinibacillus sphaericus (S0002); 

D – B. pumilus (S2795); E – B. licheniformis (S2777); F – B. mycoides (S2786); G – Priestia 

megaterium (S1338); H – Ly. capsici (S2894); I – B. subtilis (S2896); J – B. tropicus (S0043); 

K – B. amyloliquefaciens (S2536); L – B. atrophaeus (S2792); M – B. cereus (S0663); N – 

B. toyonensis (S1647); O – B. amyloliquefaciens (S2785); P – P. aryabhattai (S2538). 
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APÊNDICE III – CAPÍTULO 4 

 

Tabela 1.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0002 – Lysinibacillus sphaericus. 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0002  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina - + 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina 300 μg/mL - 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 2.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0127 - Lysinibacillus sphaericus. 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0127  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina - + 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina 300 μg/mL - 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 3.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2894 - Lysinibacillus capsici. 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2894  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina - + 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 4.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0167 – Bacillus cereus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0167  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 150 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 5.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0663 – Bacillus cereus. 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0663  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 250 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 110 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina 30 μg/mL - 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina 70 μg/mL - 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 6.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0953 – Bacillus cereus. 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0953  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 7.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0615 – Bacillus thuringiensis sotto 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0615  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 150 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina 150 μg/mL - 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 8.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1450 – Bacillus thuringiensis kurstaki 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1450  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 30 μg/mL - 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina 70 μg/mL - 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 9.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1576 – Bacillus thuringiensis azawai 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1576  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 70 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 10.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1989 – Bacillus thuringiensis 

israelensis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1989  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina 70 μg/mL - 

Cefazolina 70 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 11.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2782 – Bacillus thuringiensis 

israelensis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2782  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 150 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 150 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 12.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2566 – Bacillus thuringiensis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2566  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina 200 μg/mL - 

Cefazolina 70 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - - 

Claritromicina - + 

Clindamicina 300 μg/mL - 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina 70 μg/mL - 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina 70 μg/mL - 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 13.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S0043 – Bacillus tropicus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S0043  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 150 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 110 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 14.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1624 – Bacillus luti 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1624  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 70 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina 30 μg/mL - 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 15.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1647 – Bacillus toyonensis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1647  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 300 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina 30 μg/mL - 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 110 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 16.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2781 – Bacillus paranthracis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2781  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 110 μg/mL - 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 150 μg/mL - 

Polimixina B 300 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 17.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2786 – Bacillus mycoides 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2786  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 30 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol 30 μg/mL - 

Cloxacilina Monohidratada 300 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 18.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2536 – Bacillus amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2536  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 150 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina 30 μg/mL - 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 30 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 19.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2784 –Bacillus amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2784  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 20.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2785 – Bacillus amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2785  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 30 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 21.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2788 – Bacillus amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2788  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 22.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2791 – Bacillus amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2791  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 30 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 70 μg/mL - 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 23.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2776 – Bacillus subtilis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2776  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina 110 μg/mL - 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 70 μg/mL - 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 24.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2790 – Bacillus subtilis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2790  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina 30 μg/mL - 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina 30 μg/mL - 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 30 μg/mL - 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol - + 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 25.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2794 – Bacillus subtilis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2794  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 30 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 70 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 26.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2896 – Bacillus subtilis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2896  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona 30 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 30 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 70 μg/mL - 

Penicilina 110 μg/mL - 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina 30 μg/mL + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 27.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2796 – Bacillus subtilis 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2796  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 30 μg/mL - 

Penicilina 110 μg/mL - 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol - + 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 28.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2777 – Bacillus licheniformis  

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2777  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 30 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina 70 μg/mL + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 30 μg/mL + 

Oxacilina - + 

Penicilina 300 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 29.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2783 – Bacillus pumilus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2783  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona 70 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 110 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 110 μg/mL - 

Penicilina 110 μg/mL - 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 30 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 30.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2795 – Bacillus pumilus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2795  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 30 μg/mL - 

Oxacilina - + 

Penicilina - + 

Polimixina B 30 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina 150 μg/mL - 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 31.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2787 –B. amyloliquefaciens 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2787  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 110 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 30 μg/mL - 

Oxacilina - + 

Penicilina 200 μg/mL - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 32.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2893 – Bacillus spizizenii 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2893  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina 30 μg/mL - 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina 70 μg/mL - 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol 200 μg/mL - 

Cloxacilina Monohidratada 150 μg/mL - 

Eritromicina 30 μg/mL - 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 70 μg/mL - 

Oxacilina 300 μg/mL - 

Penicilina 250 μg/mL - 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol - + 

Tetraciclina - + 

Vancomicina 150 μg/mL + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 33.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S2538 – Priestia aryabhattai 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S2538  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 30 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina 70 μg/mL - 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina 70 μg/mL - 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina - + 

Penicilina 30 μg/mL - 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 34.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1338 – Priestia megaterium 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1338  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 70 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 70 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina 30 μg/mL - 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina 70 μg/mL - 

Oxacilina 110 μg/mL - 

Penicilina - + 

Polimixina B - + 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 30 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 35.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1431 – Brevibacillus laterosporus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1431  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina 30 μg/mL - 

Azitromicina - + 

Cefazolina 110 μg/mL - 

Ceftriaxona 30 μg/mL - 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina 30 μg/mL - 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada 110 μg/mL - 

Eritromicina - + 

Canamicina 150 μg/mL 48h + 

Levofloxacino - - 

Lincomicina - - 

Oxacilina 200 μg/mL - 

Penicilina 110 μg/mL - 

Polimixina B 200 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol 70 μg/mL - 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo. 
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Tabela 36.  Perfil de resistência antimicrobiana da cepa S1438 – Brevibacillus laterosporus 

Agentes antimicrobianos 
 Cepa S1438  

Resistente Suscetível 

Amicacina - + 

Ampicilina - + 

Azitromicina - + 

Cefazolina - + 

Ceftriaxona - + 

Cloranfenicol - + 

Clortetraciclina - + 

Claritromicina - + 

Clindamicina - + 

Cotrimoxazol - + 

Cloxacilina Monohidratada - + 

Eritromicina - + 

Canamicina - + 

Levofloxacino - + 

Lincomicina - + 

Oxacilina 30 μg/mL + 

Penicilina - - 

Polimixina B 110 μg/mL - 

Rifampicina - + 

Estreptomicina - + 

Sulfametoxazol - + 

Tetraciclina - + 

Vancomicina - + 

+ = positivo; - = negativo 
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APÊNDICE IV – CAPÍTULO 5 

LAUDOS DE IDENTIFICAÇÃO DE MICRORGANISMOS POR MALDI-BIOTYPER 

 
Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0167 – Bacillus cereus 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 2 Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S0167 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0167_cultivo 1 S0167_cultivo 2 S0167_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0043 – B. tropicus 2,38 • 

1 

S0167 – B. cereus 2,18 • 

1 

S0043 – B. tropicus 2,18 • 

S0167 – B. cereus 2,32 • S1989 – B. thuringiensis 1,92 • S0167 – B. cereus 2,14 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,09 • -- -- S1989 – B. thuringiensis 2,08 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,85 • S0043 – B. tropicus 1,72 • S2566 – B. thuringiensis 1,77 • 

2 

S0043 – B. tropicus 2,31 • 

2 

S0167 – B. cereus 2,17 • 

2 

S0167 – B. cereus 2,28 • 

S0167 – B. cereus 2,28 • S1989 – B. thuringiensis 2,07 • S0043 – B. tropicus 2,22 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,06 • S0043 – B. tropicus 1,79 • S1989 – B. thuringiensis 2,06 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,01 • S1576 – B. thuringiensis 1,73 • S1450 – B. thuringiensis 2,01 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,40 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,56 • 

3 

S0167 – B. cereus 2,17 • 

S0167 – B. cereus 2,31 • S0167 – B. cereus 2,07 • S0043 – B. tropicus 2,12 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,14 • S1989 – B. thuringiensis 1,79 • S1450 – B. thuringiensis 2,01 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,04 • S1450 – B. thuringiensis 1,72 • S1989 – B. thuringiensis 1,98 • 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Parcialmente 

Identificado 

Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético 

Identificação_ Bacillus cereus sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0002 – Lysinibacillus sphaericus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 2. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S0002 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

S0002_cultivo 1 S0002_cultivo 2 S0002_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 2,60 • 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 2,38 • 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 2,43 • 

S0127 – Ly. sphaericus 2,20 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- S0127 – Ly. sphaericus 1,81 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 2,49 • 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 2,60 • 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 2,37 • 

S0127 – Ly. sphaericus 2,48 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- S0127 – Ly. sphaericus 2,00 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,63 • 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,48 • 

3 

S0127 – Ly. sphaericus 2,32 • 

-- -- -- -- S0002 – Ly. sphaericus 2,28 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Lysinibacillus sphaericus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0127 – Lysinibacillus sphaericus 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 3. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S0002 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0127_cultivo 1 S0127_cultivo 2 S0127_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 2,58 • 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 2,38 • 

1 

S0127 – Ly. sphaericus 2,14 • 

S0127 – Ly. sphaericus 2,47 • S0127 – Ly. sphaericus 1,90 • S0002 – Ly. sphaericus 2,00 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

   

S0002 – Ly. sphaericus 2,46 • 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 2,56 • 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 1,93 • 

S0127 – Ly. sphaericus 2,34 • S0127 – Ly. sphaericus 2,48 • S0127 – Ly. sphaericus 1,77 • 

-- -- -- --  -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,52 • 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,60 • 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 1,98 • 

S0127 – Ly. sphaericus 2,42 • -- -- S0127 – Ly. sphaericus 1,77 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação:_ Espécie Identificação:_ Lysinibacillus sphaericus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1338 – Priestia megaterium 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 4. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S1338 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1338_cultivo 1 S1338_cultivo 2 S1338_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1338 – P. megaterium 2,59 • 

1 

S1338 – P. megaterium 2,38 • 

1 

S1338 – P. megaterium 2,64 • 

S2538 – P. aryabhattai 2,12 • S2538 – P. aryabhattai 1,71 • S2538 – P. aryabhattai 1,99 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

   

S1338 – P. megaterium 2,65 • 

2 

S1338 – P. megaterium 2,19 • 

2 

S1338 – P. megaterium 2,46 • 

S2538 – P. aryabhattai 2,18 • S2538 – P. aryabhattai 1,54 • S2538 – P. aryabhattai 1,79 • 

-- -- -- --      -- 

-- -- -- -- --     -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1338 – P. megaterium 2,65 • 

3 

S1338 – P. megaterium 2,69 • 

3 

S1338 – P. megaterium 2,61 • 

S2538 – P. aryabhattai 2,03 • S2538 – P. aryabhattai 2,01 • S2538 – P. aryabhattai 2,07 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação:_ Espécie Identificação: Priestia megaterium 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1431 – Brevibacillus laterosporus 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 5. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S1431 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1431_cultivo 1 S1431_cultivo 2 S1431_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1431 – Brev. laterosporus 1,58 • 

1 

S1431 – Brev. laterosporus 1,99 • 

1 

S1431 – Brev. laterosporus 1,74 • 

S1438 – Brev. laterosporus 1,18 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S1431 – Brev. laterosporus 1,81 • 

2 

S1431 – Brev. laterosporus 1,94 • 

2 

S1431 – Brev. laterosporus 1,86 • 

S1438 – Brev. laterosporus 1,15 • -- -- -- -- 

-- -- -- --  -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1431 – Brev. laterosporus 2,14 • 

3 

S1431 – Brev. laterosporus 2,24 • 

3 

S1431 – Brev. laterosporus 1,90 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Parcialmente 

Identificado 

Nível de identificação: Gênero  Identificação: Brevibacillus sp. 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1438 – Brevibacillus laterosporus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim 

 

Figura 6. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S1438 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1438_cultivo 1 S1438_cultivo 2 S1438_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1431 – Brev. laterosporus 1,28 • 

1 

S1438 – Brev. laterosporus 1,48 • 

1 

S1438 – Brev. laterosporus 1,09 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

 2  

S1431 – Brev. laterosporus 1,36 • 

2 

S1438 – Brev. laterosporus 1,49 • 

2 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- --  -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1431 – Brev. laterosporus 1,44 • 

3 

S1438 – Brev. laterosporus 1,35 • 

3 

-- -- 

S1438 – Brev. laterosporus 1,17 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Não Identificado Nível de identificação: -- Identificação: -- 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1450 – Bacillus thuringiensis kurstaki 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 7. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S1450 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1450_cultivo 1 S1450_cultivo 2 S1450_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1989 – B. thuringiensis 1,59 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,40 • 

1 

S2566 – B. thuringiensis 2,04 • 

S2782 – B. thuringiensis 1,43 • S1989 – B. thuringiensis 2,04 • S1989 – B. thuringiensis 2,00 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,36 • S1576 – B. thuringiensis 2,01 • S1576 – B. thuringiensis 2,00 • 

-- -- S2782 – B. thuringiensis 1,99 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1450 – B. thuringiensis 1,99 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,22 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,21• 

S1989 – B. thuringiensis 1,91 • S1989 – B. thuringiensis 2,07 • S1989 – B. thuringiensis 2,07 • 

S2566 – B. thuringiensis 1,66 • S1576 – B. thuringiensis 1,74 • S1576 – B. thuringiensis 1,99 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1576 – B. thuringiensis 2,00 • 

3 

S1450 – B. thuringiensis 2,49 • 

3 

S1989 – B. thuringiensis 1,99 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,90 • S1989 – B. thuringiensis 2,12 • S1576 – B. thuringiensis 1,75 • 

S2566 – B. thuringiesnsis 1,71 • S1576 – B. thuringiensis 2,09 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: B. thuringiensis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1576 – Bacillus thuringiensis azawai 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim qPCR 

 

Figura 8. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado_ S1576 Método de processamento dos espectros_ Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1576_cultivo 1 S1576_cultivo 2 S1576_cultivo 3 

Téc

nic

a 

Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,07 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,09 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 1,96 • 

S0043 – B. tropicus 1,99 • S0043 – B. tropicus 1,93 • S1989 – B. thuringiensis 1,82 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,95 • S1989 – B. thuringiensis 1,93 • S0043 – B. tropicus 1,80 • 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1576 – B. thuringiensis 2,49 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,04 • 

2 

S1576 – B. thuringiensis 1,90 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,06 • S0043 – B. tropicus 1,85 • S1450 – B. thuringiensis 1,89 • 

S0043 – B. tropicus 1,99 • S1989 – B. thuringiensis 1,85 • S2782 – B. thuringiensis 1,81 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,97 • -- -- -- -- 

3 

S1450 – B. thuringiensis 2,11 • 

3 

S1576 – B. thuringiensis 2,50 • 

3 

S0043 – B. tropicus 1,89 • 

S0043 – B. tropicus 2,00 • S1450 – B. thuringiensis 2,17 • S1450 – B. thuringiensis 1,81 • 

S1576 – B. thuringiensis 1,96 • S2782 – B. thuringiensis 2,07 • S1989 – B. thuringiensis 1,80 • 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético 

Identificação: Bacillus cereus sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1624 – Bacillus luti 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 9. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S1624 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1624_cultivo 1 S1624_cultivo 2 S1624_cultivo 3 

Técnica Identificação Score 
Técnic

a 
Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0043 – B. tropicus 1,75 • 

1 

S0043 – B. tropicus 1,84 • 

1 

S0043 – B. tropicus 1,71 • 

S0167 – B. cereus 1,75 • S0167 – B. cereus 1,75 • S1450 – B. thuringiensis 1,66 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,72 • S1450 – B. thuringiensis 1,68 • S0167 – B. cereus 1,66 • 

-- -- -- -- -- -- 

2 

S0043 – B. tropicus 1,84 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 1,63 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 1,74 • 

S0167 – B. cereus 1,74 • S0043 – B. tropicus 1,62 • S1576 – B. thuringiensis 1,72 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,71 • S0167 – B. cereus 1,58 • S0167 – B. cereus 1,58 • 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0043 – B. tropicus 1,84 • 

3 

S0043 – B. tropicus 1,79 • 

3 

S0167 – B. cereus 1,82 • 

S0167 – B. cereus 1,75 • S0167 – B. cereus 1,67 • S1450 – B. thuringiensis 1,80 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,68 • -- -- S0043 – B. tropicus 1,62 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero Identificação: Bacillus sp. 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1647 – Bacillus toyonensis 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 30. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S1647 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1647_cultivo 1 S1647_cultivo 2 S1647_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0663 – B. cereus 1,91 • 

1 

S1989 – B. thuringiensis 1,72 • 

1 

S0663 – B. cereus 1,98 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,69 • S1450 – B. thuringiensis 1,66 • S1989 – B. thuringiensis 1,84 • 

-- -- S0663 – B. cereus 1,63 • S0167 – B. cereus 1,58 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1989 – B. thuringiensis 1,82 • 

2 

S1989 – B. thuringiensis 1,96 • 

2 

S0663 – B. cereus 1,99 • 

S0663 – B. cereus 1,75 • S0663 – B. cereus 1,93 • S1989 – B. thuringiensis 1,81 • 

-- -- S1450 – B. thuringiensis 1,81 • S1450 – B. thuringiensis 1,65 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0663 – B. cereus 1,83 • 

3 

S1989 – B. thuringiensis 1,78 • 

3 

S0663 – B. cereus 1,98 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,70 • S1450 – B. thuringiensis 1,53 • S2781 – B. parantracis 1,72 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,52 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero  Identificação: Bacillus sp. 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S1989 – Bacillus thuringiensis iraelensis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 41. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S1989 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S1989_cultivo 1 S1989_cultivo 2 S1989_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,40 • 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,27 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,13 • 

S2566 – B. thuringiensis 2,07 • S2566 – B. thuringiensis 2,07 • S2566 – B. thuringiensis 2,02 • 

S0663 – B. cereus 1,82 • S1450 – B. thuringiensis 1,99 • S1989 – B. thuringiensis 1,96 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1989 – B. thuringiensis 2,59 • 

2 

S1989 – B. thuringiensis 2,13 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,07 • 

S2566 – B. thuringiensis 2,25 • S2566 – B. thuringiensis 2,11 • S1989 – B. thuringiensis 2,06 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,05 • S2782 – B. thuringiensis 1,95 • S2566 – B. thuringiensis 2,02 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1989 – B. thuringiensis 2,52 • 

3 

S2566 – B. thuringiensis 2,18 • 

3 

S1989 – B. thuringiensis 2,17 • 

S2566 – B. thuringiensis 2,23 • S2782 – B. thuringiensis 2,17 • S1450 – B. thuringiensis 2,10 • 

S0043 – B. tropicus 1,93 • S1989 – B. thuringiensis 2,12 • S2566 – B. thuringiensis 2,07 • 

-- -- S1450 – B. thuringiensis 2,10 • S0043 – B. tropicus 2,00 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie  Identificação: Bacillus thuringiensis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2536 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 52. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2536 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2536_cultivo 1 S2536_cultivo 2 S2536_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,96 • 

1 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,99 • 

1 

S2787 –  B. amyloliquefaciens 2,11 • 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,83 • S2787 – B. amyloliquefaciens 1,78 • S2785 – B. amyloliquefaciens      1,99 • 

S2536 – B. amyloliquefaciens 1,54 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,77 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,91 • 

2 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,02 • 

2 

S2787 –  B. amyloliquefaciens 2,09 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,69 • -- -- S2785 – B. amyloliquefaciens 2,04 • 

S2536 – B. amyloliquefaciens 1,57 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,81 • 

3 

S2787 –  B. amyloliquefaciens 1,93 • 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,03 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,77 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,88 • -- -- 

S2536 – B. amyloliquefaciens 1,75 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético  

Identificação: Bacillus subtilis sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2538 – Priestia aryabhattai 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 63. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2538 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2538_cultivo 1 S2538_cultivo 2 S2538_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2538 – B. aryabhattai 2,21 • 

1 

S1338 – B. megaterium 2,29 • 

1 

S1338 – B. megaterium 2,29 • 

S1338 – B. megaterium 2,16 • S2538 – B. aryabhattai 1,75 • S2538 – B. aryabhattai       1,85 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

 2  

S2538 – B. aryabhattai 2,28 • 

2 

S1338 – B. megaterium 2,28 • 

2 

S1338 – B. megaterium 2,28 • 

S1338 – B. megaterium 2,26 • S2538 – B. aryabhattai 1,67 • S2538 – B. aryabhattai       1,70 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1338 – B. megaterium 2,34 • 

3 

S1338 – B. megaterium 2,28 • 

3 

S1338 – B. megaterium 2,21 • 

S2538 – B. aryabhattai 2,28 • S2538 – B. aryabhattai 2,18 • S2538 – B. aryabhattai 2,02 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie  Identificação: P. megaterium/P. aryabhattai 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2566 – Bacillus thuringiensis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 74. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2566 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2566_cultivo 1 S2566_cultivo 2 S2566_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2566 – B. thuringiensis 2,34 • 

1 

S2566 – B. thuringiensis 2,54 • 

1 

S2566 – B. thuringiensis 2,38 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,24 • S1989 – B. thuringiensis 2,09 • S1989 – B. thuringiensis       2,13 • 

S2782 – B. thuringiensis 1,79 • S1450 – B. thuringiensis 2,03 • S1450 – B. thuringiensis 1,97 • 

-- -- S2782 – B. thuringiensis 1,83 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2566 – B. thuringiensis 2,51 • 

2 

S2566 – B. thuringiensis 2,43 • 

2 

S2566 – B. thuringiensis 2,41 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,19 • S1989 – B. thuringiensis 2,15 • S1989 – B. thuringiensis 2,17 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,08 • S1450 – B. thuringiensis 2,03 • S1450 – B. thuringiensis 2,04 • 

S2782 – B. thuringiensis 1,91 • S1576 – B. thuringiensis 1,88 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2566 – B. thuringiensis 2,50 • 

3 

S2566 – B. thuringiensis 2,38 • 

3 

S2566 – B. thuringiensis 2,36 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,31 • S1989 – B. thuringiensis 2,05 • S1989 – B. thuringiensis 2,04 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,06 • S1450 – B. thuringiensis 1,93 • S1450 – B. thuringiensis 1,97 • 

S2782 – B. thuringiensis 1,89 • -- -- S1576 – B. thuringiensis 1,77 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie  Identificação: Bacillus thuringiensis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2776 – Bacillus subtilis 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 85. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2776 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2776_cultivo 1 S2776_cultivo 2 S2776_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2794 – B. subtilis 2,31 • 

1 

S2794 – B. subtilis 2,46 • 

1 

S2794 – B. subtilis 2,39 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2794 – B. subtilis 2,41 • 

2 

S2794 – B. subtilis 2,56 • 

2 

S2794 – B. subtilis 2,51 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2794 – B. subtilis 2,57 • 

3 

S2794 – B. subtilis 2,50 • 

3 

S2794 – B. subtilis 2,34 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie  Identificação: Bacillus subtilis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2777 – Bacillus licheniformis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 96. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2777 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2777_cultivo 1 S2777_cultivo 2 S2777_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2777 – B. licheniformis 2,51 • 

1 

S2777 – B. licheniformis 1,74 • 

1 

S2777 – B. licheniformis 2,03 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2777 – B. licheniformis 2,54 • 

2 

S2777 – B. licheniformis 2,60 • 

2 

S2777 – B. licheniformis 2,38 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2777 – B. licheniformis 2,54 • 

3 

S2777 – B. licheniformis 2,38 • 

3 

S2777 – B. licheniformis 2,19 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie  Identificação: Bacillus licheniformis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2781 – Bacillus parantracis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 107. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2781 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2781_cultivo 1 S2781_cultivo 2 S2781_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2781 – B. parantracis 2,36 • 

1 

S2781 – B. parantracis 2,34 • 

1 

S2781 – B. parantracis 2,11 • 

S0043 – B. tropicus 1,88 • S0043 – B. tropicus 2,05 • -- -- 

-- -- S0167 – B. cereus 1,93 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2781 – B. parantracis 2,47 • 

2 

S2781 – B. parantracis 2,24 • 

2 

-- -- 

S0167 – B. cereus 2,02 • S0167 – B. cereus 2,07 • -- -- 

S0043 – B. tropicus 1,99 • S0043 – B. tropicus 2,06 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2781 – B. parantracis 2,44 • 

3 

S2781 – B. parantracis 2,24 • 

3 

S0167 – B. cereus 1,88 • 

S0167 – B. cereus 2,08 • S0167 – B. cereus 2,07 • S0043 – B. tropicus 1,83 • 

S0043 – B. tropicus 1,86 • S0043 – B. tropicus 2,06 • S2781 – B. parantracis 1,80 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Parcialmente 

Identificado 

Nível de identificação: Gênero e 

Provável Espécie 

Identificação: Bacillus parantracis/Bacillus cereus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2782 – Bacillus thuringiensis 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 118. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2782 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2782_cultivo 1 S2782_cultivo 2 S2782_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,19 • 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,53 • 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,64 • 

S0043 – B. tropicus 2,09 • S2782 – B. thuringiensis 2,49 • S1450 – B. thuringiensis 2,32 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,05 • S1450 – B. thuringiensis 2,33 • S0043 – B. tropicus 2,23 • 

-- -- S0167 – B. cereus 2,13 • S2566 – B. thuringiensis 2,16 • 

2   

S0043 – B. tropicus 2,09 • 

2 

S2782 – B. thuringiensis 2,32 • 

2 

S1989 – B. thuringiensis 2,64 • 

S0663 – B. cereus 2,01 • S1450 – B. thuringiensis 2,06 • S1450 – B. thuringiensis 2,23 • 

S0167 – B. cereus 2,00 • S0043 – B. tropicus 2,04 • S0043 – B. tropicus 2,11 • 

-- -- -- -- S0167 – B. cereus 2,09 • 

3 

S1450 – B. thuringiensis 1,99 • 

3 

S2782 – B. thuringiensis 2,50 • 

3 

S1989 – B. thuringiensis 2,60 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,96 • S0043 – B. tropicus 2,00 • S1450 – B. thuringiensis 2,20 • 

-- -- S2566 – B. thuringiensis 1,83 • S0043 – B. tropicus 2,13 • 

-- -- -- -- S2566 – B. thuringiensis 2,08 • 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético 

Identificação: Bacillus cereus sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2783 – Bacillus pumilus 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 129. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 

 

 

 

 

 



 

 

339 

 

 

  

Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2783 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2783_cultivo 1 S2783_cultivo 2 S2783_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2783 – B. pumilus 2,39 • 

1 

S2783 – B. pumilus 2,41 • 

1 

S2783 – B. pumilus 2,54 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2783 – B. pumilus 2,38 • 

2 

S2783 – B. pumilus 2,24 • 

2 

S2783 – B. pumilus 2,46 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2783 – B. pumilus 2,39 • 

3 

S2783 – B. pumilus 2,24 • 

3 

S2783 – B. pumilus 2,44 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus pumilus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2784 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 20. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2784 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfi: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2784_cultivo 1 S2784_cultivo 2 S2784_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,49 • 

1 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,32 • 

1 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,34 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,09 • S2785 – B. amyloliquefaciens 2,02 • S2785 – B. amyloliquefaciens 2,13 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,05 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,56 • 

2 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,27 • 

2 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,29 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,14 • S2785 – B. amyloliquefaciens 2,02 • S2785 – B. amyloliquefaciens 2,06 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,07 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,43 • 

3 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,10 • 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,07 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,03 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,93 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,86• 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 1,95 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus amyloliquefaciens 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2785 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 21. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2785 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2785_cultivo 1 S2785_cultivo 2 S2785_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,33 • 

1 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,46 • 

1 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,54 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,04 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,99 • S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,01 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 1,97 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

 2  

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,34 • 

2 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,48 • 

2 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,29 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,12 • S2788 – B. amyloliquefaciens 2,14 • -- -- 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,04 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,36 • 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,10 • 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,45 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,05 • S2788 – B. amyloliquefaciens 2,14 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,99 • 

S2787 – B. methylotrophycus 1,93 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus amyloliquefaciens 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2786 – Bacillus mycoides 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 22. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2786 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2786_cultivo 1 S2786_cultivo 2 S2786_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2786 – B. mycoides 2,39 • 

1 

S2786 – B. mycoides 2,18 • 

1 

S2786 – B. mycoides 2,00 • 

MALDI-Biotyper 2,20 • MALDI-Biotyper 2,08 • MALDI-Biotyper 2,22 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2786 – B. mycoides 2,01 • 

2 

S2786 – B. mycoides 2,01 • 

2 

S2786 – B. mycoides 2,00 • 

MALDI-Biotyper 2,31 • MALDI-Biotyper 2,35 • MALDI-Biotyper 2,36 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2786 – B. mycoides 2,01 • 

3 

S2786 – B. mycoides 2,03 • 

3 

S2786 – B. mycoides 2,15 • 

MALDI-Biotyper 2,02 • MALDI-Biotyper 2,12 • MALDI-Biotyper 2,27 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus mycoides 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2787 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 23. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2787 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2787_cultivo 1 S2787_cultivo 2 S2787_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,19 • 

1 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,39 • 

1 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,81 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 1,89 • S2791 – B. amyloliquefaciens 2,18 • S2787 – B.  amyloliquefaciens 1,72 • 

-- -- S2788 – B. amyloliquefaciens 2,18 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2787 – B. m amyloliquefaciens 2,52 • 

2 

S2787 – B. methylotrophycus 2,32 • 

2 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,08 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,36 • S2788 – B. amyloliquefaciens 2,30 • S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,00 • 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,02 • S2791 – B. amyloliquefaciens 2,07 • -- -- 

-- -- S2536 – B. amyloliquefaciens 2,02 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,39 • 

3 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,35 • 

3 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,02 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,32 • S2788 – B. amyloliquefaciens 2,21 • S2787 – B.  amyloliquefaciens 1,99 • 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,08 • S2791 – B. amyloliquefaciens 2,12 • -- -- 

-- -- S2785 – B. amyloliquefaciens 2,01 • -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus amyloliquefaciens 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2788 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 24. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2788 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2788_cultivo 1 S2788_cultivo 2 S2788_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,14 • 

1 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,15 • 

1 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,01 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,76 • S2791 – B. amyloliquefaciens 2,03 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,80 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

  2 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,14 • 

2 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,05 • 

2 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,18 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,93 • S2791 – B. amyloliquefaciens 2,01 • S2791 – B. amyloliquefaciens 1,99 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2791 – B. amyloliquefaciens 2,14 • 

3 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,94 • 

3 

S2785 – B. amyloliquefaciens 1,79 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 1,97 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,72 • S2787 – B. amyloliquefaciens 1,76 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus amyloliquefaciens 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2790 – Bacillus subtilis 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 25. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2790 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2790_cultivo 1 S2790_cultivo 2 S2790_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2796 – B. subtilis 1.16 • 

1 

S2796 – B. subtilis 1,12 • 

1 

S2796 – B. subtilis 1,61 • 

S2790 – B. subtilis 1,16 • -- -- S2790 – B. subtilis 1,15 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2796 – B. subtilis 1,60 • 

2 

S2796 – B. subtilis 1,48 • 

2 

S2790 – B. subtilis 1,67 • 

-- -- S2790 – B. subtilis 1,09 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2796 – B. subtilis 1,01 • 

3 

S2796 – B. subtilis 1,34 • 

3 

S2790 – B. subtilis 1,15 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Não Identificado Nível de identificação: -- Identificação: -- 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2791 – Bacillus amyloliquefaciens 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 26. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2791 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2791_cultivo 1 S2791_cultivo 2 S2791_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,37 • 

1 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,44 • 

1 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,25 • 

S2787 – B. methylotrophycus 2,11 • S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,08 • S2785 – B. amyloliquefaciens 2,00 • 

S2788 – B. amyloliquefaciens 2,00 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,92 • S2791 – B. amyloliquefaciens 1,81 • 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,97 • S2791 – B. amyloliquefaciens 1,92 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,44 • 

2 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,27 • 

2 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,04 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens 2,08 • S2791 – B. amyloliquefaciens 1,96 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,90 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,01 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,91 • -- -- 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,98 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,45 • 

3 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,42 • 

3 

S2536 – B. amyloliquefaciens 2,10 • 

S2787 – B.  amyloliquefaciens  2,02 • S2791 – B. amyloliquefaciens 1,86 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,96 • 

S2785 – B. amyloliquefaciens 2,01 • S2785 – B. amyloliquefaciens 1,86 • -- -- 

S2791 – B. amyloliquefaciens 1,89 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: B. amyloliquefaciens 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2792 – Bacillus atrophaeus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 27. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2792 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2792_cultivo 1 S2792_cultivo 2 S2792_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

-- -- 

1 

S2792 – B. atrophaeus 2,04 • 

1 

S2792 – B. atrophaeus 1,97 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2792 – B. atrophaeus 2,44 • 

2 

S2792 – B. atrophaeus 2,00 • 

2 

S2792 – B. atrophaeus 2,02 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2792 – B. atrophaeus 2,07 • 

3 

-- -- 

3 

S2792 – B. atrophaeus 1,97 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado 

Parcialmente 

Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus atrophaeus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2794 – Bacillus subtilis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 28. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2794 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2794_cultivo 1 S2794_cultivo 2 S2794_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2794 – B. subtilis 2,47 • 

1 

S2794 – B. subtilis 2,34 • 

1 

S2794 – B. subtilis 2,39 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

 2  

S2794 – B. subtilis 2,57 • 

2 

S2794 – B. subtilis 2,51 • 

2 

S2794 – B. subtilis 2,47 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2794 – B. subtilis 2,36 • 

3 

S2794 – B. subtilis 2,35 • 

3 

S2794 – B. subtilis 2,45 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado  Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus subtilis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2795 – Bacillus pumilus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 29. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2795 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2795_cultivo 1 S2795_cultivo 2 S2795_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

-- -- 

1 

-- -- 

1 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

-- -- 

2 

-- -- 

2 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

-- -- 

3 

-- -- 

3 

S2783 – B. pumilus 2,24 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Não Identificado  Nível de identificação: -- Identificação: -- 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2796 – Bacillus subtilis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 30. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2796 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2796_cultivo 1 S2796_cultivo 2 S2796_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2796 – B. subtilis 2,49 • 

1 

S2796 – B. subtilis 2,19 • 

1 

S2796 – B. subtilis 2,43 • 

S2794 – B. subtilis 1,71 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,68 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,44 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2796 – B. subtilis 2,34 • 

2 

S2796 – B. subtilis 2,37 • 

2 

S2796 – B. subtilis 2,37 • 

S2794 – B. subtilis 1,74 • S2794 – B. subtilis 1,69 • S2794 – B. subtilis 1,69 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2796 – B. subtilis 2,19 • 

3 

S2796 – B. subtilis 2,33 • 

3 

S2796 – B. subtilis 2,41 • 

S2794 – B. subtilis 1,68 • S2788 – B. amyloliquefaciens 1,74 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado  Nível de identificação: Espécie Identificação: B. subtilis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2893 – Bacillus spizizenii 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 31. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2893 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2893_cultivo 1 S2893_cultivo 2 S2893_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S2893 – B. spizizenii 2,26 • 

1 

S2893 – B. spizizenii 2,36 • 

1 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S2893 – B. spizizenii 1,97 • 

2 

S2893 – B. spizizenii 2,40 • 

2 

S2893 – B. spizizenii 1,77 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S2893 – B. spizizenii 1,57 • 

3 

S2893 – B. spizizenii 2,20 • 

3 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificação Não 

confiável 

Nível de identificação: Gênero Identificação: Bacillus sp. 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2894 – Lysinibacillus capsici 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 32. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2894 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2894_cultivo 1 S2894_cultivo 2 S2894_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

-- -- 

1 

-- -- 

1 

S0002 – Ly. sphaericus 1,96 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

-- -- 

2 

S0002 – Ly. sphaericus 1,88 • 

2 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,09 • 

3 

-- -- 

3 

S0002 – Ly. sphaericus 2,04 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Não Identificado Nível de identificação: -- Identificação: -- 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0043 – Bacillus tropicus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 34. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 

 

 

 

  



 

 

367 

 

 

  

Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S0043 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0043_cultivo 1 S0043_cultivo 2 S0043_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0043 – B. tropicus 2,42 • 

1 

S0043 – B. tropicus 2,47 • 

1 

S0043 – B. tropicus 2,45 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,84 • S0167 – B. cereus 1,87 • S2782 – B. thuringiensis 1,83 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S0043 – B. tropicus 2,48 • 

2 

S0043 – B. tropicus 2,34 • 

2 

S0043 – B. tropicus 2,36 • 

S0167 – B. cereus 1,85 • S0167 – B. cereus 1,83 • S1450 – B. thuringiensis 2,10 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S0043 – B. tropicus 2,39 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,34 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,45 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,89 • S0167 – B. cereus 1,83 • S0167 – B. cereus 2,06 • 

-- -- -- -- S1450 – B. thuringiensis 2,05 • 

-- -- -- -- S1989 – B. thuringiensis 2,01 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus tropicus 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0615 – Bacillus thuringiensis sotto 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 35. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S0615 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0615_cultivo 1 S0615_cultivo 2 S0615_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,13 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,31 • 

1 

S1450 – B. thuringiensis 2,25 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,98 • S0043 – B. tropicus 1,93 • S1576 – B. thuringiensis 1,95 • 

S0167 – B. cereus 1,85 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1450 – B. thuringiensis 2,14 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,21 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 2,27 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,02 • S1989 – B. thuringiensis 1,82 • S1576 – B. thuringiensis 2,09 • 

S1576 – B. thuringiensis 2,01 • -- -- S0043 – B. tropicus 2,07 • 

-- -- -- -- S1989 – B. thuringiensis 2,02 • 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1450 – B. thuringiensis 2,32 • 

3 

S1450 – B. thuringiensis 2,14 • 

3 

S0043 – B. tropicus 1,98 • 

S1576 – B. thuringiensis 2,15 • S1989 – B. thuringiensis 1,87 • S1450 – B. thuringiensis 1,76 • 

S1989 – B. thuringiensis 1,94 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Espécie Identificação: Bacillus thuringiensis 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0663 – Bacillus cereus 

Consta sequenciamento genômico: Não Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 36. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S0663 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0663_cultivo 1 S0663_cultivo 2 S0663_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S0663 – B. cereus 2,37 • 

1 

S0663 – B. cereus 2,11 • 

1 

S0167 – B. cereus 2,04 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,13 • S1989 – B. thuringiensis 2,03 • S0043 – B. tropicus 1,95 • 

S0043 – B. tropicus 1,90 • S0043 – B. tropicus 2,00 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S0663 – B. cereus 2,42 • 

2 

S0663 – B. cereus 2,39 • 

2 

S0663 – B. cereus 2,50 • 

S1989 – B. thuringiensis 2,17 • S0043 – B. tropicus 2,09 • S0043 – B. tropicus 1,98 • 

S0043 – B. tropicus 2,08 • S1989 – B. thuringiensis 2,04 • S0167 – B. cereus 1,96 • 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1989 – B. thuringiensis 2,25 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,09 • 

3 

S0043 – B. tropicus 2,07 • 

S0043 – B. tropicus 2,10 • -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético 

Identificação: Bacillus cereus sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S0953 – Bacillus cereus 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 37. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S0953 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S0953_cultivo 1 S0953_cultivo 2 S0953_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

S1989 – B. thuringiensis 2,14 • 

1 

S2782 – B. thuringiensis 1,91 • 

1 

S2782 – B. thuringiensis 2,22 • 

S1450 – B. thuringiensis 1,99 • S2566 – B. thuringiensis 1,90 • S0043 – B. tropicus 1,97 • 

S0043 – B. tropicus 1,90 • S0043 – B. tropicus 1,82 • -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

S1989 – B. thuringiensis 2,26 • 

2 

S1450 – B. thuringiensis 1,86 • 

2 

S2782 – B. thuringiensis 2,34 • 

S1450 – B. thuringiensis 2,08 • S1989 – B. thuringiensis 1,80 • S0043 – B. tropicus 2,13 • 

S0043 – B. tropicus 2,07 • S2566 – B. thuringiensis 1,75 • S2566 – B. thuringiensis 2,11 • 

-- -- -- -- -- -- 

3 

S1989 – B. thuringiensis 2,09 • 

3 

S0043 – B. tropicus 1,67 • 

3 

S0663 – B. cereus 2,17 • 

S0043 – B. tropicus 2,08 • S2566 – B. thuringiensis 1,63 • S2782 – B. thuringiensis 2,15 • 

S2566 – B. thuringiensis 2,07 • -- -- S0043 – B. tropicus 2,00 • 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Identificado 

Parcialmente 

Nível de identificação: Gênero – 

Grupo Filogenético 

Identificação: Bacillus cereus sensu lato 
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Informações do Isolado Microbiológico a Ser Identificado 

Código do isolado: S2896 – Bacillus subtilis 

Consta sequenciamento genômico: Sim Identificação prévia: Sim - qPCR 

 

Figura 38. Perfil espectrométrico de massa das amostras derivadas dos cultivos independentes do isolado a ser identificado 
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Informações da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Código do isolado: S2896 Método de processamento dos espectros: Medium Mass 

Method_BiolCtrl modified 

Método de comparação dos perfis: Medium Mass Method_BiolCtrl modified 

S2896_cultivo 1 S2896_cultivo 2 S2896_cultivo 3 

Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score Técnica Identificação Score 

1 

-- -- 

1 

-- -- 

1 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

2   

-- -- 

2 

-- -- 

2 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

3 

-- -- 

3 

-- -- 

3 

-- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

-- -- -- -- -- -- 

Veredicto da Identificação do Isolado Microbiológico por MALDI-Biotyper 

Estado da identificação do isolado: Não Identificado Nível de identificação: -- Identificação: -- 


