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RESUMO

Isolamento e caracterizacdo de bactérias produtoras de compostos organicos
voléateis (COVs) com aplicagdo agrondmica

Os compostos organicos volateis (COVs) englobam um grande e diversificado
grupo de moléculas pequenas e com alta difusibilidade, permitindo sua atuacéo
distante do ponto de producéo, o que os tornam ideais para mediar interacdes entre
organismos a curta e longa distancia. Os COVs microbianos possuem significativo
potencial de aplicacdo na agricultura, por terem potencial para promoverem o0
crescimento da planta e induzir resisténcia a fatores de estresses bibticos e
abidticos. Todavia, os estudos nessa area ainda sdo pouco aprofundados em
relacdo a diversidade biologica e aplicacdo deste conhecimento. O presente trabalho
objetivou avaliar o potencial de COVs emitidos por bactérias rizosféricas isoladas de
feijdo, trigo e cana-de-acucar, com foco na busca da producdo de compostos
atuantes no biocontrole de patdégenos (Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum) e
na promocao de crescimento de plantas. A performance dos isolados para 0s
diferentes potenciais explorados se deu em condi¢des de cultivo, por avaliacdo do
crescimento micelial do patégeno (teste de biocontrole) e medicdo de parte aérea e
radiculas das plantulas de diferentes espécies, em contato com os COVs produzidos
por cada microrganismo da colecdo obtida. Fontes de carbono (C) capazes de
potencializar a producdo dos COVs foram avaliadas. Os isolados mais promissores
na producdo de COVs com as funcdes desejadas foram submetidos ao
sequenciamento do gene 16S DNAr para a identificacdo taxondmica. Com relacao
as melhores condi¢Bes nutricionais, 2 isolados, FF12 e FC24, apresentaram maior
grau de inibicdo de F. oxysporum em meios contendo glicose e manitol como fonte
de C, respectivamente. No total foram identificados 16 isolados com potencial de
producdo de COVs de interesse: 11 com inibicdo para R. solani, 3 para F.
oxysporum, 1 inibindo ambos e 1 promotor de crescimento de plantas. Todos o0s
isolados ativos mostraram-se pertencentes a familia Bacillaceae, com destaque para
0 género Bacillus, reforcando a relevancia desse grupo em desempenhar funcdes de
interesse agrondémico.

Palavras-chave: Bactérias rizosféricas, Biocontrole, Promoc¢é&o de crescimento



ABSTRACT

Isolation and characterization of bacteria producing volatile organic
compounds (VOCs) of agronomic application

Volatile organic compounds (VOCs) encompass a large and diverse group of
small molecules with high diffusibility, allowing their action far from the point of
production, which makes them ideal for mediating interactions between organisms at
short and long distances. Microbial VOCs have significant potential for application in
agriculture, as they have the potential to promote plant growth and induce resistance
to biotic and abiotic stress factors. However, studies in this area are still not very
deep in relation to biological diversity and the application of this knowledge. The
present work aimed to evaluate the potential of VOCs emitted by rhizospheric
bacteria isolated from beans, wheat and sugarcane, focusing on the search to
produce compounds that act in the biocontrol of pathogens (Rhizoctonia solani and
Fusarium oxysporum) and in the promotion of growth of plants. The performance of
the isolates for the different exploited potentials took place in culture conditions, by
evaluating the mycelial growth of the pathogen (biocontrol test) and measuring the
aerial part and rootlets of the seedlings of different species, in contact with the VOCs
produced by each microorganism of the obtained collection. Carbon (C) sources
capable of potentiating the production of VOCs were evaluated. The most promising
isolates in producing VOCs with the desired functions were submitted to 16S rDNA
gene sequencing for taxonomic identification. Regarding the best nutritional
conditions, 2 isolates, FF12 and FC24, showed more inhibition of F. oxysporum in
media containing glucose and mannitol as a source of C, respectively. In total, 16
isolates with the potential to produce VOCs of interest were identified: 11 inhibiting R.
solani, 3 inhibiting F. oxysporum, 1 inhibiting both, and 1 plant growth promoter. All
active isolates belonged to the Bacillaceae family, with emphasis on the genus
Bacillus, reinforcing the relevance of this group in performing functions of agronomic
interest.

Keywords: Rhizospheric bacteria, Biocontrol, Growth promotion



1. INTRODUCAO

Os compostos organicos volateis (COVs), emitidos como produtos do
metabolismo de diversos microrganismos, Sao pequenos e possuem capacidade de
facil difusdo no ar e na agua, o que permite que se dispersem do seu ponto de
producao, por meio da atmosfera, poros do solo e liquidos, tornando-se ideais meios
de comunicacdo quimica na mediacdo de curtas e longas distancias na troca de
informacao intra ou interespécies (Bitas et al., 2013; Schmidt et al., 2015).

Os COVs microbianos possuem representantes em diferentes classes
guimicas, como alcoois, acidos, ésteres, cetonas, entre outros, e sdo produzidos por
uma ampla gama de vias biossintéticas, apresentando variacfes estruturais
altamente diversas (Piechulla e Degenhardt, 2014; Weisskopf et al., 2021). As
andlises desses compostos sdo realizadas em sua grande maioria por
espectrometro de massas associado a cromatografia gasosa (GC-MS) (Bitas et al.,
2013).

Representantes de COVs conhecidos, sdo a geosmina e o 2-metilisoborneol
(MIB), que sao terpenos volateis, sesquiterpeno e monoterpeno, respectivamente. A
eutrofizacdo das aguas gera a floracdo de cianobactérias, produtoras desses
compostos que conferem gosto e odor de terra e mofo a agua, sendo detectados a
concentracdes bastante baixas, da ordem de 10 ng.L? (Sotero-Martins et al., 2021).

Os COVs também desempenham papel benéfico, estudos vém demonstrando
o potencial de aplicacdo desses compostos na agricultura pelo uso em inspecao
fitossanitaria e qualidade de safra (Cellini et al., 2021), como indicadores da
qualidade do solo (Brown et al., 2021), na promocdo do crescimento e saude da
planta, por disrup¢cdo de quérum sensing (Helman e Chernin, 2015; Kviatkovski et
al., 2015), inducéo de resisténcia sistémica a fatores biodticos (Pieterse et al., 2014,
Song et al., 2019; Silva et al., 2021), e fatores abibticos como estresse hidrico e
salinidade (Cho et al., 2008; Zhang et al., 2010; Vaishnav et al., 2015; Ledger et al.,
2016). Apesar do destaque para compostos bacterianos, essa inducao também pode
ser obtida por volateis fungicos (Bitas et al., 2015; Ditengou et al., 2015; Li et al.,
2018).

O antagonismo mediado por volateis bacterianos contra fungos
fitopatogénicos se mostra como ferramenta promissora no controle biolégico

(Spraker et al., 2014; Rybakova et al., 2017), contribuindo para o desenvolvimento
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de métodos de fitossanidade que aliviem o emprego excessivo de pesticidas (Bitas
et al., 2013). Apesar dos beneficios pontuados, esse potencial ainda € pouco
abordado em pesquisas comparado a outras areas (Weisskopf et al., 2021).

Desse modo, o projeto objetivou estudar COVs emitidos por bactérias
previamente isoladas da rizosfera de plantas de feijao, trigo e cana-de-acucar,
avaliando seu potencial no biocontrole de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum
(fungos de solo que ocasionam doencas em diversas plantas de importancia
econOmica), além de avaliar a capacidade desses compostos de promover 0
crescimento de plantas.

As bactérias foram avaliadas in vitro e, aquelas que se apresentaram
promissoras foram identificadas por meio de sequenciamento do gene 16S DNAr. As
mesmas foram cultivadas em meios com acesso a fontes de carbono especificas, a
fim de potencializar o crescimento dos isolados e a producédo dos COVs funcionais.

As informacBes obtidas permitiram um maior entendimento no que diz
respeito as funcdes bioldgicas desses compostos, enfocando seu potencial de
aplicacdo agricola, contribuindo futuramente para a redugdo da dependéncia

guimica da agricultura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas dos compostos volateis microbianos

Os compostos volateis sdo moléculas abundantes e bastante diversas (Dixon
et al., 2011), sendo produtos do metabolismo de humanos, animais, plantas,
bactérias e fungos (Sohrabi et al.,, 2014). Os volateis microbianos sdo compostos
gue podem ser detectados na fase gasosa da cultura microbiana e, em comparacéo
com outros metabolitos secundérios (por exemplo, enzimas, antibioticos e toxinas),
sdo normalmente pequenos (<300 Daltons), com até dois grupos funcionais e
capacidade de difusédo facil no ar e na agua (Schmidt et al., 2015; Weisskopf et al.,
2021), tendo a capacidade de se dispersar a partir do seu local de producéao,
atravessando a atmosfera, poros do solo e liquidos, tornando-se excelentes
comunicadores quimicos para a transmissdo de informacdes em curtas e longas
distancias, tanto intra como interespécies (Bitas et al., 2013).

Para a andlise desses compostos geralmente utiliza-se um espectrometro de
massa acoplado a cromatografia gasosa (GC-MS), que combina a capacidade de
separacao da cromatografia e a identificacdo e caracterizagdo dos compostos pela
espectrometria (Bitas et al., 2013) e a andlise do headspace acima de uma cultura
microbiana da uma boa indicacdo da presenca de compostos na fase gasosa, com
moléculas que variam de amobnia (massa molecular 17Da) até hidrocarboneto

diterpeno (massa molecular 272Da) (Weisskopf et al., 2021) (Figura 1).

oL
/‘\ /\ fenchol

N F

coumarin

Cultivo microbiano Coleta do headspace Analise de GC-MS
Figura 1. Esquema de analise de compostos organicos volateis (VOCs) de culturas microbianas, pela
extracdo do headspace combinado com cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC/MS).
Fonte: Do préprio autor (2023). Adaptado de Stierlin et al. (2019).
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Até o momento, as estruturas quimicas de aproximadamente 1000 volateis
foram descritas, originando-se de uma ampla gama de géneros e espécies de
bactérias e fungos produtores de COVs (Effmert et al., 2012; Lemfack et al., 2014).
Os volateis bacterianos séo tipicamente dominados por alcenos, alcoois, cetonas,
terpenos, benzenoides, pirazinas, acidos e ésteres, enquanto os volateis fungicos
sdo dominados por élcoois, benzenoides, aldeidos, alcenos, acidos, ésteres e
cetonas (Piechulla e Degenhardt, 2014). As principais fontes biossintéticas de
volateis microbianos sdo a oxidacdo da glicose, os produtos de fermentacdo, o
metabolismo do enxofre, a via biossintética dos acidos graxos, a via de terpeno,

entre outros. (Pefuelas et al., 2014).

2.2. Fatores que influenciam a producao de compostos voléteis

A producédo e funcdo dos COVs podem variar de acordo com 0 meio de
cultivo utilizado (Garbeva et al., 2014b). Por exemplo, diferentes meios de cultura
resultaram em diferentes perfis de volateis produzidos por bactérias como
Lysobacter sp. e C. crocatus (Lazazzara et al., 2017). No entanto, € importante notar
gue esses meios de cultura diferem do ambiente natural onde os microrganismos
vivem. Um estudo sobre cepas de Burkholderia spp. cultivadas em meios com
limitacdo nutricional presente ou ausente mostrou mudancas significativas no perfil
volatil das cepas, com condicBes pobres em nutrientes induzindo a emissdo de

terpenos em alguns isolados avaliados (Blom et al., 2011).

Além da composicdo do meio de cultivo, fatores ambientais como
temperatura, umidade, pH e niveis de oxigénio também podem influenciar a
composicdo dos compostos volateis produzidos pelos microrganismos. Esses fatores
podem afetar diretamente as propriedades fisicas, como sua volatilidade, ou
indiretamente, influenciando o metabolismo e a taxa de crescimento dos
microrganismos. Por exemplo, a presenca ou auséncia de oxigénio pode ter um
impacto significativo na formacgédo dos compostos volateis bacterianos, dependendo
se a respiracdo aerObica ou a fermentagdo sdo o0s processos metabdlicos
preferenciais (Weisskopf et al., 2021).
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Outro fator que pode influenciar a emissdo de compostos volateis, sdo as
interacBes microbianas atuando como sinais quimicos entre os microrganismos (Tyc
et al., 2015). Estudos recentes mostraram que a bactéria Serratia plymuthica
responde aos terpenos produzidos pelo fungo Fusarium culmorum, aumentando a
producdo de terpenos em resposta (Schmidt et al., 2017). Essas interacdes bibticas
podem desempenhar um papel importante em ambientes naturais com comunidades
microbianas diversas. Recentemente, um estudo investigou o efeito da reducdo da
diversidade microbiana (fungos e bactérias) do solo na emisséo volatil e descobriu
gue a reducdo da diversidade resultou em emissdes volateis gerais mais baixas e
uma diminuicdo no niumero de compostos volateis emitidos. Certos filos bacterianos
(por exemplo, Proteobacteria e Bacteroidetes) e todos os filos fungicos foram
positivamente correlacionados com a emisséo volatil (Hol et al., 2015; van Agtmaal
et al., 2015; Abis et al., 2020).

2.3. Compostos volateis em interacdes microbianas

Diversas interacdes entre microrganismos sao mediadas por compostos
organicos volateis, modulando fatores como motilidade, viruléncia, formacdo de
biofilme, producdo de metabdlitos secundarios, resisténcia a antibidticos e
crescimento (Kim et al., 2013; Létoffé et al., 2014; Chen et al., 2015; Briard et al.,
2016), além de induzir mudancas na expressao génica gracas a capacidade de
difusdo passiva pela parede ou membrana celular, podendo atingir todos os
componentes celulares, incluindo nucleoides (Avalos et al., 2018).

Um estudo mostrou que o indol atua como molécula sinalizadora
interespecifica, este composto influenciou o padrdo de expressdo de genes de
Pseudomonas putida, envolvidos no metabolismo celular, biossintese da parede
celular e defesa contra o estresse (Molina-Santiago et al., 2014). Em outro trabalho,
volateis emitidos por Serratia plymuthica levaram a supressédo significativa da
transcricdo dos genes da acil-homosserina lactona sintase de Pseudomonas
chlororaphis e Pseudomonas aeruginosa (Chernin et al., 2011). E a exposi¢cdo ao
composto volatil trimetilamina demonstrou modificar os perfis de resisténcia a
antibiéticos de vérias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Létoffé et al.,
2014).
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Os volateis também podem causar efeitos nos fungos. O acumulo da
molécula farnesol, um sesquiterpeno, em leveduras patogénicas oportunistas
humanas Candida albicans e Candida dubliniensis, blogueou a mudanca da
morfologia de levedura para micélio, o desenvolvimento micelial e a formacdo de
biofilme, caracteristicas importantes para a viruléncia de Candida spp. (Hornby et al.,
2001; Martins et al., 2007).

A producgdo desses compostos também esta presente em endofiticos. Dois
fungos endofiticos (FE), Phyllosticta sp e Preussia sp., isolados das folhas de
Platonia insignis Mart. Foram avaliados em relacdo as suas producfes de COVs por
microextracdo em fase sélida (HS-SPME-GC-MS), sendo identificados 23 COVSs,
como: alcoois 26%, hidrocarbonetos alifaticos 26%, ésteres 21,8%, cetonas 17,5% e
outras classes 8,7% (Lustosa, 2023).

Um estudo com objetivo de selecionar e identificar fungos endofiticos de
Coffea arabica produtores de COVs e avaliar o efeito no crescimento de fungos
fitopatogénicos observou que os COVs inibiram o crescimento dos patdgenos com
diferentes eficacias. Os COVs produzidos por Muscodor coffeanum (COAD 1842)
apresentou efeito fungicida contra Aspergillus ochraceus em gréos de café. Seis
fungos endofiticos inibiram completamente o crescimento de Fusarium verticillioides
inoculado em sementes de milho (Monteiro et al., 2017).

Este € apenas um dos estudos que apresentam o potencial de COVs
produzidos por endofiticos. A revisdo elaborada por Moraes, Ferraz e Chapla (2020)
traz diversos exemplos de aplicacdes biotecnolégicas dos mesmos, envolvendo
biocombustiveis, micofumigacéo, aleloquimicos, flavorizantes e quimiotaxonomia.

A sensibilidade aos volateis pode apresentar grande variacdo entre as
espécies de fungos, por exemplo, estudos relataram que Fusarium solani € pouco
afetado por volateis bacterianos, enquanto espécies do género Pythium sé&o
bastante sensiveis (Kai et al., 2009; Effmert et al., 2012; Garbeva et al., 2014a, b).
Alta sensibilidade também foi relatada para o patégeno Phytophthora infestans,
sendo o cianeto de hidrogénio e 1-undeceno 0s principais compostos responsaveis
pela inibicdo do crescimento (Hunziker et al., 2015). Os volateis fungicos também
podem ter efeitos inibitdrios sobre outros fungos, como os endofiticos Muscodor
albus e Oxysporus latemarginatus que inibiram fortemente o crescimento de Botrytis

cinerea e Rhizoctonia solani (Strobel et al., 2001).
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A atividade antibacteriana de COVs € pouco descrita em estudos, com
apenas alguns compostos especificos indicados, incluindo lactonas volateis, como g-
butirolactonas, que exibem atividade antibacteriana contra uma ampla gama de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Schulz et al., 2010). Recentemente,
relatou-se que os volateis emitidos por Pseudomonas fluorescens e Serratia
plymuthica tém efeitos bacterioestaticos contra os patdgenos de plantas
Agrobacterium tumefaciens e A. vitis e inibindo o crescimento dos mesmos. O
principal volatil emitido por S. plymuthica sob as condi¢6es testadas foi dissulfeto de
dimetila, enquanto P. fluorescens emitiu uma mistura de 1-undeceno, metanotiol,
acetato de metanotiol e dissulfeto de dimetila (Dandurishvili et al., 2011).

Curiosamente, o mesmo composto volatil pode ter efeitos opostos em
diferentes tipos de microrganismos alvos. Por exemplo, compostos volateis
derivados de enxofre (S), como dissulfeto de dimetila e trissulfeto de dimetila podem
inibir fortemente o crescimento de Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum e Pythium
ultimum, enquanto promove o0 crescimento de algumas bactérias como
Pseudomonas sp. (Garbeva et al, 2014 a, b).

Embora as interacbes mediadas por volateis sejam predominantemente
unidirecionais, alguns estudos relataram interacfes bidirecionais. Por exemplo, um
estudo investigou o didlogo mediado por volateis entre o patégeno fungico de
plantas Verticilium longisporum e a bactéria benéfica de controle biolégico
Paenibacillus polymyxa. Ambos os microrganismos responderam aos volateis do
outro, mas de maneiras distintas. Enquanto o crescimento e a atividade metabdlica
de P. polymyxa foram aumentados, o metabolismo e o crescimento de V.
longisporum foram inibidos, com regulacdo positiva de genes relacionados ao
estresse e a producédo de volateis antimicrobianos (Rybakova et al., 2017). Outro
estudo examinou a interacdo bidirecional mediada por volateis entre o fungo
Aspergillus flavus e a bactéria Ralstonia solanacearum, ambos patégenos de
amendoim. Em resposta aos volateis fungicos, R. solanacearum reduziu a producéo
de polissacarideos extracelulares, enquanto A. flavus diminuiu a producdo de
conidios e aumentou a producéo de aflatoxina nas sementes de amendoim (Spraker
et al., 2014).

Os volateis também podem ter papel importante na interacdo predador-presa,

por exemplo, ajudando o predador a detectar sua presa em longas distancias. Ao
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testar interacbes mediadas por volateis entre bactérias do solo e protistas, e
comparando aqueles com interacdes troficas diretas, um estudo demonstrou que
volateis bacterianos especificos podem fornecer aos protistas informacdes precoces
sobre presas adequadas (Schulz-Bohm et al., 2017a). Com base nas diferencas nos
perfis de volateis, os microrganismos, portanto, parecem ser capazes de distinguir
entre 0S microrganismos vizinhos (amigo, inimigo ou presa) e ajustar seu
comportamento e desempenho (persistir, invadir, escapar ou defender) (Audrain et
al., 2015; Schulz-Bohm et al., 2017b).

2.3.1. Controle biolégico
Uma abordagem sustentavel para controlar doencas e pragas agricolas € a

utilizacdo de agentes de controle biologico (ACBs) que reduzem a populacdo de
patdgenos de varias maneiras, como matando-os diretamente, interferindo em seu
metabolismo ou competindo por recursos e, nesse cenario, os COVs tém sido
estudados como mediadores de efeitos de longo alcance no controle biologico
(Cellini et al., 2021). Embora suas concentracdes na atmosfera sejam baixas, em
matrizes ou locais especificos, os COVs podem atingir concentracdes substanciais,
permitindo uma acéo direta e concentrada. Além disso, os COVs podem induzir
defesas sistémicas nas plantas, preparando-as para atagues de patégenos. Os
COVs também podem influenciar interacdes planta-praga e ser usados no controle
de pragas (Heil e Karban, 2010; Bailly e Weisskopf, 2017).

No entanto, o uso de ACBs apresenta desafios, como a eficacia variavel
devido a fatores ambientais e agricolas, a diminuicdo da populacdo de ACBs apés
sua liberacdo e a necessidade de coformulantes para prolongar sua vida util. O
desenvolvimento de comunidades bacterianas sintéticas € uma perspectiva
promissora para superar essas limitacdes, proporcionando uma comunidade
microbiana mais estével e resistente, com multiplos mecanismos de acéo integrados
(Busby et al., 2017; Mazzola e Freilich, 2017). Embora os COVs ainda n&do tenham
sido amplamente aplicados no controle biolégico, eles tém potencial para

desempenhar um papel importante nessa abordagem.
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2.3.2. Toxicidade direta contra patdbgenos

Os COVs exercem toxicidade direta contra patégenos, sofrendo influéncia de
diversos fatores. Além da natureza quimica do composto, a taxa de liberacédo, as
condicbes adequadas para sua producdo e a dinAmica da fase gasosa que regula
sua volatilidade e estabilidade desempenham papel importante em sua utilidade
ecolégica (Bailly e Weisskopf, 2017).

Diversas bactérias, como Actinomyces, Pseudomonas, Bacillus, Serratia,
Burkholderia, Xanthomonas e Erwinia spp., tém sido estudadas em relacdo a
toxicidade dos COVs. Alguns dos compostos volateis que inibem o crescimento de
competidores incluem aménia, cianeto e metabdlitos contendo enxofre e efeitos
sinérgicos também podem ocorrer entre diferentes compostos volateis (Piechulla et
al., 2017).

Fungos e oomicetos sdo frequentemente sensiveis aos COVs, afetando tanto
a elongacao de micélios quanto a germinacdo de esporos (Velazquez-Becerra et al.,
2013; Wang et al., 2013; Popova et al., 2014, de Vrieze et al., 2015). Por outro lado,
ha menos relatos de controle mediado por COVs de patdégenos bacterianos, como
Agrobacterium spp. (Dandurishvili et al., 2011) e Ralstonia solanacearum (Raza et
al., 2016).

A importancia da toxicidade dos COVs para a competicdo entre espécies em
condicbes reais € debatida devido a dependéncia das taxas de producdo e
acumulacédo desses compostos (Sharifi e Ryu, 2016). No entanto, esse mecanismo
de supressao de patdgenos tem sido observado em agentes de biocontrole
comerciais, levando a adocédo de alguns COVs, como benzotiazol e sulfetos de
dimetila, como principios ativos em tratamentos com biocidas exdégenos (Fernando
et al., 2005; de Vrieze et al., 2015).

A biomimética, que envolve a simulacdo de processos biolégicos para fins
praticos, pode ser uma abordagem aconselhavel em condicbes de campo,
permitindo um maior controle sobre a natureza quimica, dosagem e tempo dos
tratamentos (Gabriel et al., 2018). No entanto, as condi¢cdes para tratamentos
exdgenos com COVs incluem a viabilidade tecnolégica da aplicacdo de gas ao alvo
(solo, dossel ou culturas armazenadas) e a baixa toxicidade nas dosagens para o

operador e organismos néo alvo (Cellini et al., 2021).
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2.3.3. Controle de pragas
As emissfes volateis bacterianas foram eficazes na reducdo da sobrevivéncia

e replicacdo de pragas, como a Drosophila suzukii e alguns nematoides (Popova et
al., 2014; Xu et al., 2015). No entanto, o uso de compostos volateis bacterianos
toxicos é impraticavel contra a maioria das espécies animais moveis, devido a
restricbes de exposicdo e concentracdo. Em vez disso, agentes de biocontrole
microbianos que liberam compostos téxicos podem atuar como biopesticidas
eficazes para pragas fixas ou do solo, com menor impacto ambiental (Cellini et al.,
2021).

Insetos e nematoides utilizam semioquimicos para coordenar fungdes vitais,
como alimentacéo, acasalamento, oviposicdo e comportamento de alarme. Bactérias
associadas a pragas ou plantas contribuem para a producdo de compostos volateis
biologicamente ativos. Algumas pragas séo atraidas por esses compostos, enquanto
outras séo repelidas por eles (Davis et al., 2013). A associacdo com certas bactérias
pode influenciar as preferéncias de insetos pelos compostos volateis emitidos por
esses microbios (Farine et al., 2017).

Os compostos volateis bacterianos também desempenham um papel na
atracdo de parasitoides, seja diretamente atraindo micrébios que indicam uma fonte
de alimento ou indiretamente induzindo a liberagdo de compostos volateis das
plantas (Leroy et al., 2011; D’Alessandro et al., 2014). No caso de nematoides,
certos compostos atrativos produzidos por bactérias estimulam a ingestao bacteriana
pelos hospedeiros, levando & morte dos vermes (Niu et al., 2010).

Portanto, os compostos volateis bacterianos tém potencial para serem
aplicados no controle de pragas. Tecnologias baseadas nesses compostos, como
atrativos, repelentes e feroménios sintéticos, tém sido usadas em estratégias de
controle, como atrair-e-matar, empurrar-puxar e confusdo sexual. No entanto, as
informacgdes sobre semioquimicos para essas tecnologias séo atualmente limitadas
a um numero relativamente pequeno de espécies de insetos, principalmente

Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Cellini et al., 2021).

2.3.4. Disrupc¢éo do quorum sensing
O guorum sensing (QS) € um sistema de comunicagao bacteriano que regula

a expressdo de fendtipos sociais em resposta a densidade populacional, isso
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envolve a producdo de compostos sinalizadores e a expressao de receptores
especificos para esses sinais (Cellini et al., 2021). O QS influencia a motilidade
bacteriana, formacgéo de biofilmes, producédo de metabdlitos secundérios e fatores de
viruléncia, melhorando a adaptacdo bacteriana em um ambiente competitivo
(Hassani et al., 2018). Algumas bactérias patogénicas dependem da estimulacao por
outros microrganismos para expressar plenamente sua viruléncia (Venturi et al.,
2010).

Um exemplo estudado de sinal de QS sdo as N-acil-homoserina lactonas
(AHLs), usadas por varias bactérias Gram-negativas, incluindo patégenos de
plantas. Outros compostos, como derivados de peptideos, aminoacidos e acidos
graxos, também mediam o QS. A atividade de QS foi estudada principalmente em
solugbes aquosas, mas sua natureza semivolatil sugere uma possivel acdo de
sinalizacao no ar (Cellini et al., 2021).

A disrupcdo do QS pode ser uma estratégia para reduzir a populacdo de
patbgenos e controlar doencas em plantas (Helman e Chernin, 2015). Vérios
métodos foram desenvolvidos que se enquadram em duas categorias: inibidores de
QS e supressores de quorum (quérum quenching - QQs) (Beitelshees et al., 2018).
O primeiro método, a inibicdo do QS, visa bloguear o QS, introduzindo pequenas
moléculas analogas que superam as moléculas sinalizadoras (Brackman, Coenye,
2015). Usando esta estratégia, € possivel alterar fen6tipos celulares expressos em
biofilmes maduros. Por exemplo, a via de sinalizacdo do gene regulador acessorio
(GRA), que é capaz de inibir importantes proteinas da matriz do biofilme (proteinas
de ligacdo a bronectina (FNnBPs) e proteina A) produzidas por Staphylococcus
aureus (Solano, Echeverz e Lasa, 2014). Por outro lado, os inibidores de quorum
desligam o QS por meio de inibidores enzimaticos, principalmente as lactonases,
devido a sua capacidade de degradar moléculas de AHL (Dong et al., 2002; Lin et
al., 2003). Uma dessas enzimas foi relatada como capaz de diminuir a viruléncia de
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, interrompendo o QS e reduzindo a

formacéo de biofilme (Guendouze et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Métodos para bloquear o mecanismo de QS. O QS dependente de AHL dentro dos
biofilmes (esquerda) pode ser bloqueado usando a inibicdo competitiva do QS que supera a AHL
(meio) ou enzimas de extincdo de quorum que inativam os sinais AHL (direita). Fonte: Do proprio

autor (2023). Adaptado de Beitelshees et al. (2018).

Alguns COVs, como o dissulfeto de dimetila (DMDS) e cetonas lineares, foram
demonstrados como inibidores do QS em certas bactérias (Chernin et al., 2011,
Plyuta et al.,2014; Kviatkovski et al., 2015).

2.4. Compostos volateis em interacdes microrganismo-planta

Conforme ja descrito, por suas propriedades gasosas, os COVs atuam como
moléculas de sinalizacdo e podem levar a ativacdo de uma série de sinais que
regulam varios processos fisiolégicos que afetam a saude e o crescimento das
plantas (Effmert et al., 2012; Kanchiswamy et al., 2015b).

Além de estimular o crescimento das plantas por sinalizacdo hormonal e
absorcdo de agua e nutrientes, os volateis microbianos mostraram aumentar a
tolerancia das plantas a estresses bibticos e abidticos. A exposi¢cdo das plantas aos
volateis microbianos também pode desencadear a inducéao de resisténcia sistémica,
ou seja, uma capacidade de defesa aprimorada de toda a planta ap0s a detec¢éo
local de um patégeno (Pieterse et al., 2014). Com relagdo ao estresse abidtico,

diversas espécies demonstraram capacidade de amenizar os efeitos da seca e/ou



21

estresse salino, pela exposicdo da planta aos seus volateis bacterianos (Cho et al.,
2008; Vaishnav et al.,, 2015; Ledger et al.,, 2016; Song et al., 2019) e fangicos
(Ditengou et al., 2015; Zhang et al., 2010). Além disso, interacbes de COVs
bacterianos com as culturas, podem influenciar a qualidade das safras (Zhou et al.,

2016). Esses pontos serao discutidos de forma mais detalhada a seguir.

2.4.1. Promocéo do crescimento e nutricdo das plantas
A promocao do crescimento por COVs foi demonstrada em varias espécies

cultivadas, incluindo alfafa, cevada, manjericdo, brécolis, alface, dlamo, soja, tabaco
e tomate (Piechulla et al., 2017; Fincheira e Quiroz, 2018). Esses efeitos estéo
relacionados a modulagdo de horménios vegetais, como citocininas (Ryu et al.,
2003), auxinas, brassinosteroides (Bhattacharyya et al., 2015), giberelinas, etileno
(Tahir et al, 2017) e estrigolactonas (Jiang et al., 2019).

Um estudo pioneiro descobriu que a exposicao da planta Arabidopsis thaliana
aos volateis emitidos por diferentes linhagens de Bacillus resultou em um aumento
significativo do crescimento da planta (Ryu et al., 2003). Isso levou a relatos
subsequentes de modulacdo do crescimento de A. thaliana e outras espécies
vegetais por meio de misturas volateis de bactérias diversas (Blom et al., 2011,
Sanchez-Lopez et al., 2016). Os efeitos dos volateis bacterianos variaram de um
aumento drastico no crescimento até a morte das plantas, dependendo do meio de
cultivo. Os volateis inorganicos, como amonia e cianeto de hidrogénio, foram
associados principalmente a morte das plantas, enquanto o 2-feniletanol, um volatil
organico comum, reduziu o crescimento de A. thaliana e Medicago sativa em altas
concentracOes (Velazquez-Becerra et al., 2011).

A promocédo do crescimento das plantas expostas as misturas microbianas €
parcialmente devido ao dioxido de carbono gerado pela respiragédo bacteriana (Kai e
Piechulla, 2009). Alem disso, compostos volateis organicos, como 2,3-butanodiol,
indol e dimetildissulfeto, quando aplicados isoladamente, promovem o crescimento
das plantas (Meldau et al., 2013; Groenhagen et al., 2013; Bailly et al., 2014). Isso
sugere que varias moléculas organicas contribuem significativamente para o
estimulo geral do crescimento das plantas pelos volateis microbianos.

Os mecanismos subjacentes a promocao do crescimento pelos volateis

microbianos ainda ndo sdo completamente compreendidos, mas estudos indicam
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gue séo diversos (Weisskopf et al., 2021). Os volateis bacterianos podem manipular
os hormoénios vegetais, como a auxina, para aumentar a biomassa das raizes e
partes aéreas das plantas (Zhang et al., 2003; Balilly et al., 2014).

Embora os efeitos hormonais possam moldar a alocacdo de recursos dentro
da planta e sua progresséao fenoldgica (Sanchez-Lopez et al., 2016), a promoc¢ao do
crescimento das plantas e o aumento da biomassa devem estar acompanhados de
um aumento correspondente na nutricAo. Por exemplo, a estimulacdo do
metabolismo e/ou sinalizagdo de auxina gera alteracbes na arquitetura das raizes
das plantas, o que contribui para a absorcdo de agua e nutrientes (Bailly et al.,
2014). O etileno participa da ativacao de sistemas de captacédo de minerais (Igbal et
al.,2013). Os COVs estdo envolvidos na contrariedade da inibicdo da fotossintese
mediada por carboidratos e acido abscisico (ABA), permitindo taxas mais altas de
fixacdo de CO2 (Zhang et al., 2008a). estimulando a absorcéo de ferro (Wang et al.,
2017; Hernandez-Calderon et al., 2018) e enxofre (Gabriel et al., 2018).

A maioria dos estudos se concentra em bactérias, todavia, os fungos também
emitem compostos volateis que afetam o crescimento das plantas. Alguns desses
volateis estimulam a formacdo de raizes laterais, enquanto outros induzem
resisténcia sistémica contra fungos necrotréficos (Zhang et al., 2010; Ditengou et al.,
2015). Surpreendentemente, as plantas ndo parecem distinguir entre volateis
emitidos por fungos benéficos e patogénicos, pois ambos geralmente promovem o
crescimento e a floracao das plantas, isso pode ser devido a sobreposi¢cao dos perfis
volateis ou a presenca de compostos compartilhados entre microrganismos e plantas
(Moisan et al., 2019). A estimulacdo do crescimento e a supressao das respostas de
defesa das plantas sdo de interesse tanto para microrganismos benéficos quanto

patogénicos (Blom et al., 2011; Wenke et al., 2012).

2.4.2. Toleréncia ao estresse abiotico
A promocgéao do crescimento das plantas por microrganismos pode resultar do

aumento da tolerancia a estresses ambientais. Embora os mecanismos muitas vezes
nao estejam totalmente elucidados (Garbeva e Weisskopf, 2020), tais efeitos
geralmente sdo induzidos pela liberacdo de horménios volateis pelos

microrganismos (notadamente etileno, metil-jasmonato e metil-salicilato), ou
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envolvem a cascata de sinalizacdo dos hormdnios vegetais (Kanchiswamy et al.,
2015a).

O conhecimento atual sobre a tolerancia induzida por COVs refere-se
principalmente ao estresse osmoético, salino e/ou hidrico. Estresses abidticos, como
deficiéncia hidrica, estresse osmoético e toxicidade do sal, estimulam a producéo de
oxido nitrico (NO) e etileno nas plantas, os quais tém efeitos fisiolégicos variados
(Cellini et al., 2021). As bactérias associadas as plantas podem influenciar
indiretamente a emissao desses compostos ou produzi-los diretamente, por
exemplo, o 2,3-butanodiol, produzido pelas bactérias Bacillus subtilis GB03 e
Pseudomonas chlororaphis O6, aumenta a tolerancia da planta Arabidopsis thaliana
a deficiéncia hidrica e ao estresse osmotico e diversas vias de sinalizacdo, como
ABA, acido salicilico, etileno e &cido jasménico, estdo envolvidas nesse processo.
Além disso, B. subtilis GB03 estimula a biossintese de osmoprotetores, melhorando
o crescimento da planta sob condicBes de restricao hidrica e estresse osmaético (Cho
et al., 2008; Zhang et al., 2010).

A interacdo com bactérias que produzem COVs também pode melhorar a
tolerancia das plantas ao estresse salino. Por exemplo, B. subtilis GB03 e seu
composto volatil acetoina aumentam a tolerancia da horteld-pimenta ao estresse
salino, estimulando a biossintese de &cido salicilico e reduzindo o ABA (Cappellari e
Banchio, 2020). Outro mecanismo envolve a regulacdo tecido-especifica dos
transportadores de ions HKT, que promovem a recirculacdo interna de Na* nas
partes aéreas da planta (Zhang et al., 2008b). Além disso, o NO produzido pelas
plantas sob estresse salino esté relacionado ao aumento da coloniza¢éo da rizosfera
por certas cepas de Pseudomonas, estimulando as defesas antioxidantes e a
expressao de transportadores de ions na soja (Vaishnav et al., 2016). Outros COVs
indutores de tolerancia ao sal, como 2-undecanona, 1-heptanol e 3-metil-butanol,
foram identificados em Parabulkholderia phytofirmans (Ledger et al., 2016).

O estresse de seca e altas temperaturas promove a emissao de isopreno
pelas plantas, que desempenha um papel na protecdo contra espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio formadas durante o estresse (Lantz et al., 2019). Algumas
bactérias, como exemplares do género Bacillus, produzem isopreno e sua emissao
pode ser aumentada em condicdes de estresse. Isso sugere que as bactérias

associadas as plantas podem mediar as respostas das plantas a esses estresses
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(Xue e Ahring, 2011). Além disso, as bactérias do solo e da filosfera podem utilizar o
isopreno derivado da planta como fonte de carbono, afetando diretamente o
metabolismo do isopreno no hospedeiro (McGenity et al., 2018).

Essa éarea de pesquisa pode contribuir significativamente para a
fitorremediacdo e para a adaptacdo das culturas a estresses relacionados as
mudancas climaticas (Sangiorgio et al., 2020). Por exemplo, a recuperacéo de solos
marginais pode ser melhorada por meio do estimulo a ramificacao radicular, exercido
por algumas bactérias simbidticas para aumentar a liberacédo de carbono orgéanico na
rizosfera. Entre os COVs implicados nessa interacdo planta-microrganismo, o 1-
butanol e o sinal de QS butirolactona podem desempenhar um papel importante
(Gutiérrez-Luna et al., 2010).

2.4.3. Inducéao de defesas vegetais
A aplicacdo de COVs para induzir defesas vegetais tem recebido atencéo,

especialmente no contexto da resisténcia sistémica induzida (RSI) e no combate as
doencas virais (Kong et al., 2018). A RSI ocorre por meio de interacdes simbidticas
entre a planta hospedeira e bactérias que promovem tanto a defesa quanto o
crescimento das plantas. No entanto, os mecanismos de percepcao e decodificacao
dos sinais induzidos pelos COVs ainda nao séo totalmente compreendidos (Garbeva
e Weisskopf, 2020).

O 2,3-butanodiol € um exemplo bem estudado de COV indutor de defesa,
mas foi observado tanto em bactérias que induzem defesa (Bacillus e Serratia spp.,
e Pseudomonas chlororaphis) quanto em bactérias patogénicas (Erwinia,
Pectobacterium e Dickeya spp.) (Ryu et al., 2004; Han et al., 2006; Marquez-
Villavicencio et al., 2011; Spinelli et al., 2012). Sua acdo e de outros compostos
relacionados estdo associadas a diferentes vias de sinalizagcdo, como o acido
salicilico, jasmonato e etileno, que ativam respostas defensivas especificas nas
plantas (Ryu et al., 2004; Rudrappa et al., 2010; Kong et al., 2018). Além do 2,3-
butanodiol, outras moléculas também foram identificadas como indutoras de defesa
nas plantas (Piechulla et al., 2017; Cofer et al., 2018) e em alguns casos, como 0
DMDS e benzotiazol, efeitos diretos de inducéo de defesa antimicrobiana e vegetal

podem coexistir (Huang et al., 2012).
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Os COVs podem atuar de forma sinérgica em misturas complexas,
proporcionando protecdo contra uma ampla gama de patdbgenos ao modular
simultaneamente vérias vias de sinalizacdo e essas misturas de COVs tém a
vantagem de estimular a defesa sem causar grandes mudancas fisioldgicas nas
plantas, geralmente a RSI é ativada apenas apds o desafio do patdgeno e ndo esta
associada a alteracdes no fenotipo ou no rendimento das culturas (Heil e Karban,
2010; Farag et al., 2013; Garbeva e Weisskopf, 2020).

2.4.4. Qualidade das safras
A interacdo bacteriana com as culturas tem um impacto significativo na

qualidade das culturas. Por exemplo, a exposicdo de plantas aromaticas como
horteld-pimenta e manjericdo, ou plantas medicinais como Atractylodes lancea, aos
COVs emitidos por bactérias Pseudomonas, Bacillus e Azospirillum mostrou
aumentar o teor de Oleos essenciais (Banchio et al., 2009; Santoro, et al., 2011,
Zhou, et al. 2016). A presenca de certas espécies bacterianas pode contribuir para a
diversidade e intensidade dos compostos orgéanicos volateis (COVs) em plantas,
afetando seus perfis aromaticos. No armazenamento poés-colheita, as tecnologias
baseadas em COVs biogénicos e bactérias que emitem COVs oferecem solucbes
para o controle de doencas, com menos preocupagfes em comparacdo com
fungicidas sintéticos.

Além disso, certas cepas de Bacillus e Streptomyces foram identificadas por
suas propriedades antifungicas e testadas em diversas frutas, demonstrando eficacia
contra uma ampla gama de patdgenos (Arrebola et al., 2010; Li et al., 2012; Gotor-
Vila et al., 2017; Boukaew et al., 2018; Liu et al., 2018). Os compostos produzidos
pelas cepas bacterianas (como cedrol, 2-pentilfuran e acetofenonae) também sao
encontrados nos aromas de frutas, tornando seu uso no controle de doencas pos-
colheita mais aceitavel. No caso das videiras, a microflora presente nas bagas,
incluindo Paenibacillus spp., produz compostos volateis que podem melhorar a
qualidade do vinho (Verginer et al., 2010). Pesquisas futuras devem explorar essa
contribuicdo da microflora para as propriedades aromaticas das frutas e produtos
derivados.

A Figura 3 traz uma visdo geral dos tépicos citados, incluindo as funcdes

microbianas, os mecanismos de acdo envolvidos e os efeitos gerados nas plantas. O
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exemplo demonstrado € especifico para bactérias, mas, como ja abordado, os COVs

fungicos também apresentam esse potencial.

EFEITO Diminuigéo da

................................................................. 1 VirUIénCia

FUNGAO

Disrupgao

Patogénese

Controlé‘s.,.
populacionat.

Saude e protegcao
da planta
Dlsponlbllldade

ri:utrlentes

Incremento no
crescimento e
olheita da cultura

Incremento
nutricional

Figura 2. Esquema de fun¢des biolégicas mediadas por compostos orgénicos volateis (COVs) de

bactérias associadas a plantas. Fonte: Do préoprio autor (2023). Adaptado de Cellini et al. (2021).

2.5. Fitopatdégenos de solo

As doencas radiculares transmitidas pelo solo sdo causadas por
microrganismos presentes nesse ambiente, como fungos, oomicetos e virus
transmitidos por esses microrganismos. Esses patdégenos podem viver no solo
independentemente da presenca de seus hospedeiros, competindo com a microflora
e dependendo de fatores biolégicos e ambientais para sua disseminacdo. Essa
variabilidade epidemiolégica e as incertezas quanto a gravidade da doenca em cada
safra causam perdas significativas de rendimento nas culturas afetadas (Anees,
Edel-Hermann e Steinberg; 2010). O presente trabalho trard enfoque para duas
espécies de fungos de grande importancia para culturas agricolas, Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum que terdo suas caracteristicas detalhadas nos tépicos

seguintes.
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2.5.1. Rhizoctonia solani

O fungo Rhizoctonia solani é uma forma imperfeita, assexual (anamorfo) de
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk (teleomorfo), de acordo com filogeneticistas
(Garcia et al., 2006), o nome T. cucumeris deve agora ser usado para designar R.
solani, mas, por uma questéo de clareza, os termos R. solani serdo mantidos neste
texto. Este fungo fitopatogénico € um saprofito de solo universal e parasita
facultativo, crescendo em matéria organica do solo ou restos de plantas (Papavizas,
1970; Ogoshi, 1996). Possui um amplo espectro de hospedeiros e causa danos
significativos em culturas agricolas incluindo forragem, acucar, oleaginosas, culturas
ornamentais (Bolkan e Ribeiro, 1985; MacNish, 1996; Wrather et al., 1997; Demirci,
1998; Ryder et al., 1998; Pascual e Hyakumachi, 2000; Hietala et al., 2005)

Embora R. solani ndo produza esporos assexuados para dispersdo de longa
distancia, o fungo sobrevive em condi¢cdes desfavoraveis formando esclerédios
contendo micélio (Ogoshi, 1987; Sumner, 1996). A densidade de indculo do fungo
varia e geralmente ndo esta relacionada a incidéncia da doenca (Kinsbursky e
Weinhold, 1988). A maior parte do inéculo esta presente no solo superficial (MacNish
e Dodman, 1987; Paula et al., 2008).

As doencas causadas por R. solani manifestam-se em manchas que mudam
de configuracdo, podem variar em tamanho e se expandem durante a estacdo de
crescimento, dependendo da densidade do in6culo e da cultura hospedeira. A
expressdo da doenca varia de acordo com a maturidade da planta, tornando dificil
estimar o tamanho real das manchas. Muitas vezes, varias pequenas manchas se
fundem, resultando em configuracdes variaveis (Hyakumachi e Ui, 1982; MacNish et
al., 1993; MacNish, 1996; Schneider et al., 2001).

A transmisséo a longa distancia ocorre entre as estacdes e € atribuida ao
movimento da agua e a dispersdo mecéanica do inéculo durante a colheita e os
procedimentos de cultivo (MacNish, 1996; Truscott e Gilligan, 2001). A producéo de
manchas com configuracdes variaveis esta relacionada a dispersdo restrita do
inoculo. As manchas surgem devido a presenga de in6culo primario retido no campo
de culturas anteriores. Durante a fase parasitaria, o indculo primario infesta a planta
hospedeira e o indculo secundario pode se propagar localmente por autoinfec¢cao ou
transmitir-se em curta distadncia por aloinfeccdo entre plantas contiguas (Anees,

Edel-Hermann e Steinberg; 2010). O controle da doencga envolve principalmente
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medidas como desinfeccdo de equipamentos agricolas e ajuste do tempo de
semeadura, além da rotacdo de culturas, porém, ndo isoladamente, uma vez que o
patdbgeno possui amplo espectro de hospedeiros e pode escapar mesmo em
rotacdes longas (Balali et al., 1995).

2.5.2. Fusarium oxysporum

O Fusarium oxysporum € um fungo ascomiceto patogénico transmitido pelo
solo que afeta varias plantas em todo o mundo, causando a doenca conhecida como
murcha de Fusarium (Flood, 2006). Existem mais de 100 espécies especificas de
hospedeiros desse fungo que sdo amplamente distribuidas globalmente (Gordon,
2017). O fungo se reproduz assexualmente através da producdo de esporos, que
podem permanecer dormentes no solo por longos periodos, causando danos
significativos em varias culturas, como bananas, tomates, 6leo de palma, entre
outras (Altinok, 2013).

A disseminacdo do patdgeno ocorre por meio de diversos mecanismos, COmo
materiais de plantio infectados, sementes, ferramentas agricolas, ar e 4gua (Gamliel-
Atinsky et al., 2009). A infeccéo do fungo ocorre por meio dos esporos, que infectam
as raizes das plantas e se espalham pelos tecidos vasculares, apresentando
sintomas como crescimento retardado, clorose foliar e alteragbes nos tecidos
vasculares, levando a murcha e morte gradual das plantas, sendo as perdas
agricolas significativas em varias regiées (Chung, 2012).

Alguns métodos de controle da doenca incluem praticas culturais, como a
remocao completa e destruicdo de plantas infectadas (Renard e Quillec, 1983) e a
rotacdo com uma cultura ndo hospedeira, além da solarizagdo, uso de sementes
certificadas e livres de patégenos e ferramentas agricolas limpas e esterilizadas
(Joshi, 2018). O uso de fungicidas para fumigar os solos é outra forma, mas esta
enfrentando desafios devido a existéncia de espécies assintomaticas. A maneira
mais eficaz de lidar com essa ameaga € usar variedades resistentes (Corley e
Tinker, 2003).
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HIPOTESES
Bactérias isoladas de solos rizosféricos de culturas agricolas produzem
compostos organicos volateis que colaboram para o controle de fungos

patogénicos de solo e promogéo de crescimento de plantas;

A adicdo de fontes de carbono especificas no meio de cultura contribui para

melhores respostas de biocontrole e promocao de crescimento das plantas.
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4, OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

Avaliar o potencial de compostos organicos volateis emitidos por bactérias
rizosféricas isoladas de culturas agricolas, na promocao de crescimento de plantas e

no biocontrole de fungos patogénicos de solo.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar in vitro o potencial dos COVs emitidos pelas bactérias rizosféricas
isoladas, para biocontrole e promocéo de crescimento de plantas;

e Selecionar fontes de carbono que potencializam a producdo dos COVs com
acao benéfica,

e Caracterizar os isolados selecionados com potencial de producdo de COVs
de interesse.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta dos solos e obtencao dos isolados

Plantas de feijao, trigo e cana-de-aglucar foram selecionadas para a
realizacdo da coleta de solo rizosférico. Por pertencerem a familias diferentes,
possuem estrutura e morfologia distintas, o que inclui seus sistemas radiculares,
oferecendo uma fonte de selecédo diferenciada. As plantas de feijdo estavam sob
sistema de plantio direto e as de trigo e cana-de-acUcar, em sistemas convencionais.

A coleta ocorreu durante o més de agosto de 2021, em areas agricolas
experimentais da ESALQ/USP, em regifes distintas e as amostras de solo local
foram encaminhadas para analise das caracteristicas quimicas e fisicas particulares
de cada um deles. A amostragem para a posterior etapa de obtencéo dos isolados
se deu pela remocéo das plantas e cuidadosa separacéo da porcao do solo aderida
ao sistema radicular, conforme exemplificado na Figura 4. Foram retiradas trés
plantas de cada espécie e, para cada uma, separaram-se trés amostras de solo,
totalizando nove amostras de solo rizosférico por cultura. O fatorial estudado por
meio da combinacdo dos diferentes solos e espécies vegetais gera um cenario
adequado para se obter a colecdo microbiana com a funcionalidade desejada e

representada por ampla biodiversidade.

Figura 4. Remocao e armazenamento do solo aderido ao sistema radicular de um exemplar de planta

de feijdo coletado em campo. Fonte: Do proprio autor (2022).
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Para a obtencdo da colecao de isolados foram pesadas 10 gramas de cada
amostra de solo e diluidas em 90 mL de solu¢éo salina de NaCl 0,85%. A suspensao
foi mantida sob agitagdo continua a 150 rpm, e temperatura de 28°C, durante 30
minutos, a fim de que as bactérias migrassem da rizosfera para a solugédo salina.
ApOs isso, prosseguiu-se com a técnica de diluicdo seriada com fator de diluicdo
1:10 (Romeiro, 2007). Aliquotas de diversas diluicbes (101 até 10%) foram
adicionadas a placas de cultivo com dois meios de cultura, o caldo de triptona de
soja — TSA (15g/L de triptona, 5g/L de digestdo papaica de soja, 5g/L de cloreto de
sédio, 15g/L de agar) e o Agar nutriente — NA (5g/L de peptona, 3g/L de extrato de
carne, 5¢g/L de cloreto de sddio, 15g/L de agar), os diferentes meios promovem maior
possibilidade de selecdo de microrganismos distintos. As placas foram incubadas a
28 °C até o crescimento das coldnias bacterianas.

Apols esse periodo, as colbnias que apresentaram coloracdo e morfologia
distintas, foram purificadas por técnica de estriamento, para obter-se uma colecéo
microbiana representada por ampla biodiversidade (uma vez que a classe de COVs
produzidos varia de acordo com a espécie do microrganismo).

5.2. Teste deinibicdo de crescimento dos patégenos

Com os isolados obtidos, prosseguiu-se para o teste de inibicdo do
crescimento micelial in vitro dos patdégenos, conforme a metodologia do pareamento
de culturas nao-quantitativo (Filippi et al., 2011). Com o auxilio de alcas
descartaveis, os isolados foram inoculados em placas de Petri de 150x20mm,
contendo o meio de cultura BDA (batata dextrose &gar), cada placa contou com
guatro isolados sendo testados simultaneamente. O inoculo foi feito nas laterais das
placas e as mesmas foram incubadas a 28 °C para o crescimento microbiano.
Posteriormente, adicionou-se ao centro da placa um disco de micélio do patégeno,
conforme Figura 5, e as placas foram vedadas e incubadas a 25°C e fotoperiodo de
12h. Foi feita a avaliagdo diaria do crescimento e, como controle, foram utilizadas
placas de Petri com BDA contendo apenas o disco de micélio. Foi feita a avaliagao
diaria da inibicdo através do crescimento vegetativo do patdgeno. A Ultima avaliacéo
ocorreu quando o tratamento controle atingiu a borda da placa de Petri. O cddigo

dos isolados foi indicado pela letra inicial do fungo patogénico testado
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(R:Rhizoctonia solani, F:Fusarium oxysporum), a letra inicial da cultura de origem

(feijdo, cana-de-acucar e trigo) e o numero correspondente de cada um.

W

Figura 5. Preparo dos discos de micélio de Rhizoctonia solani e adi¢do ao centro das placas de BDA

contendo os isolados ja crescidos. Fonte: Do préprio autor (2022).

Para aqueles isolados que apresentaram resposta positiva, 0 presente teste
foi refeito, como forma de garantir que 0s mesmos apresentavam o potencial de

biocontrole avaliado.

5.3. Teste deinibicdo de crescimento dos patdogenos por COVs

Foi realizado o teste de inibicdo do crescimento micelial in vitro do patdgeno,
conforme a metodologia do pareamento de culturas nao-quantitativo (Filippi et al.
2011), todavia, utilizou-se placas de Petri bipartidas, conforme descrito por Raza et
al. (2016), desta forma, garantiu-se que 0s microrganismos crescessem na mesma
atmosfera, mas sem contato direto entre eles. Para isso, os isolados foram repicados
no centro de um dos lados de uma placa de Petri bipartida contendo o meio de
cultivo TSA. A outra metade continha o meio Batata Dextrose Agar (BDA) e recebeu
um disco de micélio do patdgeno.

As placas foram vedadas e incubadas a 25°C e fotoperiodo de 12h. Como
controle, foram utilizadas placas de Petri bipartidas contendo apenas o disco de
micélio. Realizou-se a avaliagdo da inibicdo através da mensuracdo diaria do
crescimento vegetativo do patdgeno, nos sentidos vertical e horizontal da placa
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(Apéndice A). O procedimento foi realizado em triplicata para cada isolado e a ultima

avaliacao foi feita quando o tratamento controle atingiu a borda da placa de Petri.

5.4. Teste de promocdao de crescimento de plantas

Para a avaliacdo do potencial de promocao do crescimento de plantas, optou-
se pela cultura do milho no desenvolvimento da experimentacdo, por sua relativa
facilidade de cultivo e ciclo de curta duracdo, com rapido crescimento inicial.

O experimento foi realizado com bandejas contendo células de 55 cm de
comprimento, 28 cm de largura e 8 cm de profundidade, as quais foram preenchidas
com uma mistura de solo, areia e vermiculita. As sementes de milho foram
desinfestadas superficialmente (alcool 70% - 3 minutos, hipoclorito de sédio 2% - 7
minutos, alcool 70% - 1 minuto, seguido de trés lavagens com agua destilada
esterilizada) e em cada célula adicionou-se duas sementes (Figura 6A). Todos 0s
isolados obtidos na etapa de selecédo foram crescidos em meio TSB, e, ap0s isso,
adicionou-se na 1mL do in6culo de cada isolado, ajustado em espectrofotdmetro
para concentracdo de 1,0x108 UFC/mlI, na regido préxima a semente (Figura 6B).

Realizou-se o0 experimento com 3 repeticbes para cada isolado. Nas
sementes controle, foram adicionadas apenas o meio de cultura TSB, sem in6culo.
Apoés 5 dias da semeadura, foi realizado o desbaste, mantendo apenas uma planta
por célula (Figura 6C). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo com

temperatura de 26+ 2°C, sob regime de irrigacdo diaria.
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Figura 6. A) Semeadura do milho, com duas sementes por células. B) Adi¢édo do inoculo na regiao

proxima a semente. C) Plantulas com 5 DAS (dias apds semeadura), antes da realizagdo do

desbaste. Fonte: Do proprio autor (2022).

Com 10 DAS (dias ap0s semeadura), foi realizada a primeira avaliacdo de
altura das plantas, medindo-se da base da planta rente ao solo até a folha de
insercdo mais alta cuja auricula seja visivel. Deu-se prosseguimento ao teste, com
uma segunda medicdo das alturas das plantas com 18 DAS, seguida de
desmontagem e avaliacdo da massa da matéria seca da parte aérea e raiz.

A partir dos dados obtidos, com auxilio do software RStudio, foi realizada a
andlise de variancia, considerando-se o valor de p significativo quando menor do
que 0,05, seguido de comparacdo de médias por meio do teste de Tukey, ndo sendo
encontradas diferengas significativas entre os isolados e o controle. Como esse teste
considera cada isolado como um tratamento e realiza uma comparacdo de todos
entre si, ocorre uma sobreposicdo dos dados, ndo se mostrando um método de
grande eficiéncia para a deteccao de diferencas significativas neste caso especifico.

Sendo assim, optou-se pelo teste de Dunnett a 95%, a fim de comparar cada
tratamento com o controle de maneira individual. Esse tipo de teste foi escolhido pois
o0 intuito deste ensaio foi avaliar a capacidade dos microrganismos de potencializar o
crescimento das plantas em comparacdo com 0s casos de auséncia destes

microrganismos, a comparacao entre os isolados nao se fez necessaria.
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O caodigo gerado para facilitar a organizacao e interpretacdo dos dados inclui
a sigla PC: promocao de crescimento, a letra inicial da cultura de origem (C: cana-

de-acucar, F: feijdo, T: trigo) e o numero correspondente do isolado.

5.5. Teste de promocdao de crescimento das plantas por COVs

Os isolados foram repicados no centro de um dos lados de uma placa de Petri
bipartida contendo meio TSA. A outra metade da placa continha papel filtro dobrado
pela metade (tipo qualitativo com diametro de 9cm e gramatura de 80g/m?), no qual
adicionou-se trés sementes de milho desinfestadas superficialmente (alcool 70% - 3
minutos, hipoclorito de sédio 2% - 7 minutos, &lcool 70% - 1 minuto, seguido de trés
lavagens com agua destilada esterilizada) e pré-germinadas. A montagem das
placas foi feita em triplicata, somando, no total, 9 sementes de milho para cada um
dos isolados. O controle constou de placas com meio TSA em um dos lados, sem a
inoculacdo bacteriana e, na outra diviséria, as sementes de milho no papel filtro.
Apos isso, adicionou-se 2ml de agua destilada autoclavada ao papel filtro com as
sementes. As placas foram mantidas a temperatura ambiente por 7 dias e os
comprimentos das raizes e dos coledptilos foram avaliados (Bernardes et al., 2010)
(Apéndice B).

O mesmo teste foi realizado também para trigo e alface, todavia, utilizou-se
10 sementes dessas culturas por placa, em duplicata, totalizando 20 leituras finais
para cada isolado, além disso, pelo tamanho reduzido das sementes, adicionou-se
apenas 1 mL de agua autoclavada ao papel filtro, e as avaliacées foram realizadas
14 dias ap6s a montagem (Apéndices C e D). Especificamente para o trigo, foi
avaliado um parametro adicional, de nimero de ramificagfes. Prosseguiu-se do

mesmo modo com o teste de Dunnett a 95%.

5.6. Selecéo das fontes de carbono promissoras

Com a obtencédo dos isolados com potencial de biocontrole e promocéo de
crescimento por COVs prosseguiu-se para o teste com o objetivo de analisar se o
acesso a fontes de carbono especificas potencializa o crescimento dos isolados e a
producdo dos COVs funcionais. Assim, as bactérias selecionadas foram cultivadas
em placas de Petri com diviséria do mesmo modo como descrito nos itens “Teste de

inibicdo de crescimento do patégeno por COVs” e “Teste de promocao de
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crescimento das plantas por COVs” , todavia, em comparagédo ao meio TSA, foi
utilizado o meio mineral BH - Bushnell e Haas (1941) (Tabela 1). As fontes de
carbono testadas foram: glicose, sacarose, lactose, galactose, manitol e sorbitol. As
mesmas foram selecionadas por serem comumente utilizadas em pesquisas
semelhantes (de Mello, 1998; Faria et al., 2006; Oliveira et al., 2020) e por estarem
disponiveis no laboratorio em que se desenvolveu a presente pesquisa, nao sendo
levado em consideracao o fator econémico para a producao dos meios de cultivo. A
avaliacdo se deu por medi¢cdes como anteriormente, para observar se alguma das
fontes de C apresenta resultados superiores ao TSA. Para cada isolado, foi feita a
comparacao entre os valores obtidos em cada uma das fontes e no TSA, com
andlise de variancia, considerando-se o valor de p significativo quando menor do

que 0,05, seguido de teste estatistico de Tukey.

Tabela 1. Reagentes utilizados e suas respectivas quantidades para a producdo dos meios Bushnell

Haas (BH) com fontes de carbono e Agar Triptona de Soja (TSA).

Meio Bushnell Haas (BH)

Reagente MgSOs4 CaClz KH2POs4 KoHPOs  (NH4)2SO04 FeCls Fonte C* Agar

g/L meio 0,2 0,02 1,0 1,0 1,0 0,05 10,0 15,0

Meio Agar Triptona de Soja (TSA)

Peptona de Digestéo i . :
Reagente i . NaCl K2HPO.:  Glicose monohidratada Agar
caseina de soja
g/L meio 17,0 3,0 50 2,5 2,5 15,0

*As fontes de carbono adicionadas ao meio para a realizagdo dos testes foram: glicose

monohidratada, sacarose, lactose, galactose, manitol e sorbitol.

5.7. Identificacdo dos isolados componentes da colecao

Para a identificacdo dos isolados de interesse, prosseguiu-se com O
sequenciamento do gene 16S DNAr. Assim, os mesmos foram cultivados e
submetidos ao processo de extragdo de DNA com o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit, seguindo o protocolo disponibilizado pelo fabricante (Promega,
Brasil). A amplificacdo dos fragmentos alvos do sequenciamento se deu por PCR,
amplificado com os iniciadores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R
(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'), conforme realizado por Lillo et al. (2006) e os
produtos de amplificacdo foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR
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Clean-Up System e submetidos ao sequenciamento de DNA pelo método de Sanger,
realizado no equipamento Applied Biosystems™ 3100. Avaliou-se a qualidade das
sequéncias obtidas pelo programa CLC Genomics Workbench, que realizou o
trimmer dos pares de base com baixa qualidade, dando origem ao arquivo fasta,
contendo o consenso das sequéncias de alta qualidade de todos os isolados.
Realizou-se o alinhamento com outras sequéncias de regido 16S DNAr de espécies
relacionadas, com alta similaridade, obtidas a partir do banco de dados do NCBI
GenBank utilizando o programa de busca avangada BLAST (Altschul et al. 1997) por
meio do software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 6.6) (Tamura et
al. 2013). As sequéncias foram agrupadas em uma arvore filogenética utilizando a
andlise de Neighbor Joining (NJ) (Saitou e Nei, 1987), estimando as distancias
evolutivas com valores de bootstrap superiores a 50%, calculados a partir de 1000
repeticbes, tendo como modelo evolutivo Kimura-2-parametros (K2P) (Kimura,
1980).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Coletados solos e obtencéo dos isolados

Uma amostra composta de cada um dos trés diferentes tipos de solo
coletados para a obtencédo dos isolados foi encaminhada para a realizacdo das
analises fisicas e quimicas, permitindo a caracterizacdo dos mesmos, conforme as

Tabelas 2 e 3, dispostas a seguir.

Tabela 2. Parametros fisicos analisados nos solos rizosféricos coletados das culturas.

Parametros fisicos Unidades Feijao Cana Trigo
Areia total g.kg? 389 536 367
Silte g.kg? 205 187 250
Argila (c/disp.) g.kg? 407 278 383
Classe textural - arg md-arg arg

Métodos: Buyoucos (densimetro) (SSSA Book Series. Methods of Soil Analysis, Part 4).

Classe de diametros (mm) conforme USDA: (A) Cinco fracdes de areia: muito grossa (MG) = 2 a 1;
grossa (G) 1 a 0,5; média (M) = 0,5 a 0,25; fina (F) = 0,25 a 0,10; muito fina (MF) = 0,10 a 0,05. Areia
total (AT) = 2 a 0,05; silte = 0,05 a 0,002; argila total < 0,002; argila agua < 0,002.

Classe de textura = Argila (c/ dispersante até 149 g/kg = arenosa (ar); 150 a 249 g/kg = média

arenosa (md-ar); 250 a 349 g/kg = média argilosa (md-arg); 350 a 599 g/kg = argilosa (arg); 600 g/kg
ou superior = muito argilosa (mt-arg).

Tabela 3. Pardmetros quimicos analisados nos solos rizosféricos coletados das culturas.

Parametros quimicos Unidades Feijao Cana Trigo
Célcio KCI 1 mol/L mmolc.dm-3 101,5 83,5 84,1
Magnésio KCI 1 mol/L mmolc.dm-3 24,4 27,5 26,9
SB mmolc.dm- 134,9 115,9 118,9
CTC mmolc.dm- 156,2 147 146,3

\% % 86 79 81
pH CaClz - 6,11 5,53 5,78
M.O. Colorimétrica g.dm3 32 47,4 32,3
Fosforo Resina mg.dm-3 621,7 334,5 386,8
Potassio Resina mmolc.dm-3 8,97 6,73 7,88
H+Al SMP mmolc.dm-3 21,3 31,1 27,4

Métodos: pH em CaClz 0,01 mol/L; fésforo (P) método colorimétrico extraido com resina trocadora de
ions, potassio (K) extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrofotbmetro de
emissdo atdbmica; Célcio (Ca) e Magnésio (Mg) extracdo com cloreto de potassio e determinacdo em
espectrofotdmetro de absorgdo atdbmica; acidez potencial (H+Al) extraido com tampdo SMP (Manual
de analise quimica para avaliacao da fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001). SB: Soma de bases
trocaveis; CTC: Capacidade de troca de cétions; V: Saturacao da CTC por bases.
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Apos a coleta e a realizacdo da técnica de plagueamento dos solos em

diferentes diluicbes e meios de cultivo, foram obtidas placas com colbnias diversas,

conforme Figuras 7 e 8.

Figura 7. Crescimento das col6nias bacterianas nas diferentes culturas, diluicdes no meio de cultivo

agar nutriente (NA). Fonte: Do proprio autor (2022).

Figura 8. Crescimento das col6nias bacterianas nas diferentes culturas, diluicdes no meio de cultivo

caldo de triptona de soja (TSA). Fonte: Do préprio autor (2022).
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Com o posterior estriamento e purificacdo de algumas dessas colbnias,
obteve-se uma colecéo de 147 isolados, sendo 56 provenientes da cultura do feijao,

46 da cana-de-acucar e 45 do trigo, alguns exemplares estao dispostos na Figura 9.

Figura 9. Exemplo de isolados bacterianos com diferentes caracteristicas obtidos a partir da

purificagéo, selecionados da rizosfera das plantas de feijéo. Fonte: Do proprio autor (2022).

6.2. Teste de inibicdo de crescimento dos patdbgenos

Para R. solani, 23 isolados inibiram seu crescimento vegetativo (9 de feijao, 8
de cana-de-acUcar e 6 de trigo). Para F. oxysporum, 44 apresentaram esse potencial
(12 de feijao, 16 de cana-de-acucar e 16 de trigo). Dentre esses, 13 dos isolados

inibiram os dois patdgenos. Alguns exemplos sdo demonstrados na Figura 10.
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Figura 10. Exemplos de isolados com potencial de inibicdo de crescimento do patégeno R. solani. A

placa no canto inferior direito apresenta um caso sem inibicdo. Fonte: Do proprio autor (2022).

Foi realizada a medi¢do da distancia entre o crescimento da biomassa do

isolado e o micélio do patdgeno (halo que separa os dois microrganismos), para

avaliar a intensidade da inibicdo. Os valores estao dispostos nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Média do halo (cm) dos isolados com potencial de inibicdo de Rhizoctonia solani.

Halo de inibic&o (cm)

RFO1)2,2 RF04)1,2 RFO07)1,7

RC10)3,2 RC13)2,2

RC16)4,2 RT19)2,0 RT22)33

RF02) 2,7 RF05)2,9 RF08)1,3

RC11)3,5 RC14)1,3

RC17)4,0 RT20)1,8 RT23)3,4

RF03) 3,4 RF06)2,1 RF09)0,9

RC12)2,6 RC15)3,8

RT18) 2,7 RT21)1,1 -

Tabela 5. Média do halo (cm) dos isolados com potencial de inibicdo de Fusarium oxysporum.

Halo de inibic&o (cm)

FFO1)4,1 FF07)0,8 FC13)23 FC19)2,8 FC25)2,2 FT31)09 FT37)2,3 FT43)3,0
FF02) 2,3 FF08)0,9 FC14)26 FC20)1,8 FC26)3,3 FT132)3,2 FT38)1,7 FT44)309
FF03) 2,7 FF09)3,7 FC15)22 FC21)1,2 FC27)3,1 FT33)1,5 FT39)2.2 -
FFO04) 1,2 FF10)42 FC16)3,1 FC22)1,5 FC28)25 FT34)1,9 FT40)1,6 -
FFO5)4,0 FF11)1,9 FC17)4,1 FC23)2,1 FT29)16 FT35)25 FT41)3.1 -
FF06) 3,1 FF12)2,8 FC18)3,3 FC24)3,2 FT30)10 FT36)28 FT42)2,0 -

6.3. Teste deinibicdo de crescimento dos patdégenos por COVs

Dos 23 isolados que apresentaram inibicdo de Rhizoctonia solani no teste

inicial, 12 deles demonstraram capacidade inibitoria pela acdo de COVs (52,2%), 7
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deles oriundos da rizosfera de feijao (sistema de plantio direto), 3 de trigo (sistema
convencional) e 2 de cana-de-acUcar (sistema convencional) e, para Fusarium
oxysporum, dos 44 selecionados anteriormente, apenas 4 isolados demonstraram
essa caracteristica de interesse (9,1%), 2 originados do feijdo, 1 de trigo e 1 de

cana-de-acucar. O grau de inibicdo variou entre os isolados, conforme visto nas
Figuras 11 e 12.

N = \ |

Sem inibicao Inibio brcial Inibicao cd}npleta

Figura 11. Isolados com caracteristica inibitéria por produgao de COV’S, comparado a um isolado
sem essa capacidade e ao controle (da esquerda para a direita), para o patégeno R. solani. Fonte: Do
préprio autor (2022).

Controle Sem inibicao Inibicao parcial Inibicao parcial

Figura 12. Isolado com caracteristica inibitéria por produgdo de COV’S, comparado a um isolado sem
essa capacidade e ao controle (da esquerda para a direita), para o patdgeno F. oxysporum. Fonte: Do
préprio autor (2022).

No que se refere a Rhizoctonia solani, dos 12 isolados, 8 deles apresentaram
capacidade de inibicdo de 100%, um com 87,5% os outros 3 estavam na faixa de
54-48% de inibicdo. J& para Fusarium oxysporum, nenhum dos isolados
selecionados foram capazes de inibir totalmente o crescimento do patdgeno,

estando todos os 4 na faixa de 30-10% conforme as Tabelas 6 e 7 a seguir.
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Tabela 6. Isolados com potencial de inibicdo de Rhizoctonia solani, a partir da medicdo do diametro

médio do micélio do fungo nas placas de Petri bipartidas.

] Identificagdo por ] Capacidade
Rizosfera de o _ Diametro o
Isolado ) Cdbdigo sequenciamento 16S oo inibitéria
origem micélio (cm)

rDNA (%)

1 Feijdo RFO1  Bacillus amyloliquefaciens 0 100

2 Cana-de-acucar RC11 Bacillus amyloliquefaciens 0 100

3 Feijao RF02 Bacillus subtilis 0 100

4 Feijao RFO3 Bacillus subtilis 0 100

5 Feijao RFO05 Bacillus subtilis 0 100

6 Feijao RF06 Lysinibacillus sphaericus 0 100

7 Cana-de-agucar RC15 Bacillus subtilis 0 100

8 Feijao RFO7 Bacillus amyloliquefaciens 0 100

RT17
9 Trigo Bacillus safensis 0,75 87,5
(RFTO1)

10 Trigo RT18 Bacillus safensis 2,75 54,2
11 Feijao RFO08 Bacillus amyloliquefaciens 3,00 50,0
12 Trigo RT22 Bacillus subtilis 3,10 48,3
Controle - - - 6,00 0,0

Tabela 7. Isolados com potencial de inibicdo de Fusarium oxysporum, a partir da medicdo do

didmetro médio do micélio do fungo nas placas de Petri bipartidas.

) Identificagdo por o Capacidade
Rizosfera de o ] Diametro .
Isolado ] Cédigo sequenciamento 16S o inibitéria
origem micélio (cm)
rDNA (%)
1 Feijao FF09 Priestia Megaterium 4,20 30,0
2 Feijao FF12 Bacillus thuringiensis 4,55 24,2
3 Cana-de-agucar FC24 Bacillus thuringiensis 5,05 15,8
_ FT41 ] ]
4 Trigo Bacillus safensis 5,20 13,3
(RFTO1)

Controle - - - 6,00 0,0

E possivel dizer que a acdo de COVs se mostrou bastante relevante na

inibicdo do fungo Rhizoctonia solani, jA& que mais da metade dos isolados que

anteriormente apresentaram esse potencial

inibitério de modo generalizado,

demonstraram essa capacidade especificamente através da producdo desses

compostos, além disso, a grande maioria deles foi capaz de inibir por completo o

crescimento do fungo. Ja para Fusarium oxysporum, esse fato ndo foi observado,
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apenas 9% dos isolados que anteriormente inibiram o fungo por algum mecanismo
apresentaram capacidade inibitoria pela acdo de COVs, no entanto, em um potencial
bastante reduzido, ndo ultrapassando 30% de inibig&o.

Apenas um Uunico isolado apresentou capacidade inibitéria em algum grau
para os dois fungos, oriundo da rizosfera de plantas de trigo, recebendo uma nova
codificacdo, com a sigla de ambos os patdgenos, RFT01, indicado nas Tabelas 6 e 7
acima. Assim, 15 isolados no total foram selecionados nessa etapa.

As condicdes presentes dentro de cada trabalho desenvolvido na &rea séo
especificas e, desse modo, os resultados também podem apresentar variacoes.
Relatos anteriores sobre diferencas na sensibilidade a fungistase entre diferentes
microrganismos sdo encontradas (Garbeva et al., 2011). Também sao vistas
variacdes dentro das mesmas espécies microbianas, que podem apresentar uma
alta ou baixa resposta de inibicdo por COVs de acordo com as condicfes
estabelecidas.

Estudos conduzidos por Garbeva et al. (2014b), demonstraram que
Rhizoctonia solani foi fortemente inibido por COVs da maioria das diversas cepas de
bactérias avaliadas (géneros Collimonas, Pseudomonas, Streptomyces, Serratia,
entre outros), por outro lado, Chaetomium globosum e Trichoderma harzianum foram
bastante resistentes aos volateis bacterianos. Kai et al. (2007) testou o efeito de
COVs de 10 bactérias obtidas de uma colecdo de microrganismos antagonistas,
tendo, a sua maioria, influenciado negativamente o crescimento micelial de
Rhizoctonia solani, com inibi¢des significativas (99-80%).

J& em outra pesquisa, Hunziker et al. (2015) isolou bactérias de brotacdes e
raizes da cultura da batata e verificou que a R. solani foi geralmente pouco afetada
pelos volateis das linhagens isoladas: mesmo a linhagem mais fortemente inibitoria,
S04, permitiu que o fungo crescesse quase 60% de seu crescimento normal. Nesse
mesmo estudo, o F. oxysporum se mostrou 0 organismo-alvo menos afetado, sendo
extremamente resistente aos volateis bacterianos, com quase nenhuma inibicao
significativa do crescimento apds a exposicéo a qualquer uma das 32 linhagens.

Por outro lado, Li et al. (2018) em seu trabalho, demonstrou que volateis
provenientes do material de rizoma de Atractylodes lancea suprimiram
significativamente o crescimento de F. oxysporum. Também, em seus estudos, Yuan

et al. (2012) verificou que a cepa de Bacillus amyloliquefaciens (NJN-6), isolada do
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solo da rizosfera de plantas saudaveis de banana, produziu COVs que reduziram o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos de F. oxysporum. A inibicdo foi de
aproximadamente 30% a 40% em comparacdo com o controle apds 3 dias,
sugerindo que os COVs bacterianos nao foram capazes de matar F. oxysporum,

mas tiveram um efeito significativamente inibitério no micélio fangico.

6.4. Teste de promocao de crescimento de plantas

Exemplares de plantas de milho desmontadas com 18 DAS que se
apresentaram superiores ao controle para parametros avaliados estao dispostos nas

Figuras 13 e 14, a seguir.

Controle

Figura 13. Plantas de milho 18 DAS, experimento realizado em triplicata, controle (direita) comparado
com isolados (esquerda) que se apresentaram acima da média para o parametro altura.
Fonte: Do préprio autor (2022).
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Controle

Figura 14. Plantas de milho 18 DAS, experimento realizado em triplicata, controle (direita) comparado
com isolados (esquerda) que se apresentaram acima da média para o parametro massa seca de raiz.
Fonte: Do préprio autor (2022).

Os resultados obtidos com a realizacédo do teste de Dunnett a 95% indicaram
que, para o parametro altura (cm), dois isolados apresentaram diferenca
significativa, PCFO1 e PCF02, com valores de 8,7 cm e 8,5 cm, comparados ao
controle, com 6,9 cm (Apéndices E e H).

Com relacdo a massa seca de parte aérea (g), quatro isolados se mostraram
superiores ao controle estatisticamente (PCC01, PCC02, PCTO01, PCTO02), com
valores entre 0,603 a 0,470 g e controle com 0,282 g (Apéndices F e I). Para massa
seca de raiz (g), dois isolados (PCF03, PCF04), apresentaram média de 0,678 g e
0,525 g, superiores ao controle com 0,289 g (Apéndices G e J).

Os oitos isolados mencionados foram selecionados para prosseguimento com

os testes de promocéo de crescimento por COVs.

6.5. Teste de promocao de crescimento das plantas por COVs

Apés sete dias de incubacao, as placas em triplicata contendo trés sementes
de milho (Figura 15) foram avaliadas nos parametros comprimento do coleéptilo e

raiz (cm), obtendo um total de 9 leituras por isolado.
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Figura 15. Exemplo de alguns isolados nas placas com sementes de milho, apos 7 dias de

crescimento, comparados com o controle (primeira linha). Fonte: Do préprio autor (2022).

Os resultados dos parametros analisados nos 8 isolados testados em
sementes de milho podem ser vistos na Tabela 8. Os valores medidos foram
submetidos ao teste estatistico de Dunnett a 95%, do mesmo modo como realizado
para o ensaio de promocdo de crescimento em bandejas e nenhum deles
apresentou diferenca comparado ao controle. Os dados estdo dispostos em ordem
decrescente nas Figuras 16 e 17. Inferiu-se que uma das possiveis causas para o
resultado obtido é o fato de o milho apresentar uma semente relativamente grande,
com uma fonte de reserva nutricional significativa e, pode-se inferir que essa reserva
tenha sido suficiente para suprir as demandas durante o periodo avaliado (7 dias),
nao sendo possivel observar a real influéncia dos isolados como potencial de
crescimento, jA que a sua agdo ndo se mostrou necessaria para a planta se
desenvolver nesses primeiros dias. Todavia, o tamanho das placas utilizadas para o
teste impossibilitou uma avaliacdo durante um periodo maior de dias, ja que o
espaco para o crescimento se mostra um fator limitante. Por essa razdo, optou-se

pela realizagdo do teste novamente, com alface e trigo, sementes menores, com
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reservas inferiores quando comparadas ao milho, e que podem ser avaliadas por um

periodo mais longo, sem que houvesse uma limitacdo espacial.

Tabela 8. Comprimento (em centimetros) do coleéptilo e raiz das plantulas de milho apés 7 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.

Isolado Coledptilo Desvio padréo Raiz Desvio padréo
PCFO1 2,778 0,435 3,756 0,646
PCFO02 3,544 0,561 3,967 1,823
PCF03 3,097 0,611 3,976 1,336
PCF04 3,327 0,654 3,9 1,797
PCCO1 3,179 0,552 3,211 1,767
PCCO02 3,833 0,541 3,211 1,254
PCTO1 3,456 0,478 3,176 0,986
PCTO02 2,867 1,397 3,266 1,472

Controle 3,322 0,682 3,811 1,096

Comparacao de médias por meio do teste de Dunnet 95% (considerando-se o valor de p significativo
guando menor do que 0,05), valores com diferenca significativa em relagdo ao controle estédo
indicados com um (*).

111111

PCCO02 PCFO02 PCTO1 PCF04 Controle PCCO01 PCFO03 PCTO2 PCFO1
Isolados

4,5
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Figura 16. Comprimento (em centimetros) do coledptilo das plantulas de milho apés 7 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.
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w

PCC02 PCCO1 PCTO1

Figura 17. Comprimento (em centimetros) da raiz das plantulas de milho ap6s 7 dias de crescimento,

para cada um dos isolados testados comparados ao controle.

Com relacdo aos testes para as espécies de alface e trigo, o periodo de
avaliacao foi de 14 dias, e o resultado pode ser observado nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Exemplo de alguns isolados nas placas com sementes de trigo, ap6s 14 dias de

crescimento, comparados com o controle (primeira linha). Fonte: Do préprio autor (2022).

Figura 19. Exemplo de alguns isolados nas placas com sementes de alface, ap6s 14 dias de

crescimento, comparados com o controle (primeira linha). Fonte: Do préprio autor (2022).
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Os resultados das avaliacdes apds os 14 dias para as espécies de alface e

trigo estdo contidos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Comprimento (em centimetros) do hipocotilo e raiz das plantulas de alface apés 14 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.

Isolado Hipocétilo Desvio padréo Raiz Desvio padréo
PCFO1 1,64 0,25 0,60 0,17
PCF02 1,77 0,21 1,62 0,66
PCF03 1,87 0,55 1,83 0,57
PCF04 1,77 0,28 0,89 0,21
PCCO1 2,54 0,44 2,21 0,59
PCCO02 2,02 0,65 1,91 0,55
PCTO1 1,14 0,42 0,64 0,28
PCTO02 0,88 0,23 1,78 0,13
Controle 2,54 0,30 2,56 0,47

Comparacao de médias por meio do teste de Dunnet 95% (considerando-se o valor de p significativo
guando menor do que 0,05), valores com diferenga significativa em relacdo ao controle estio
indicados com um (*).

Tabela 10. Comprimento (em centimetros) do coledptilo e raiz das plantulas de trigo apés 14 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.

Isolado Coledptilo Desvio padréo Raiz Desvio padréo
PCFO1 1,33 0,62 2,81 1,02
PCF02 1,49 0,68 5,16 1,51
PCF03 2,04* 0,65 3,79 1,07
PCF04 1,47 0,61 4,09 0,66
PCCO1 1,17 0,57 4,62 0,81
PCCO02 1,28 0,62 4,73 0,80
PCTO1 1,00 0,39 3,58 0,56
PCTO02 1,19 0,65 2,71 0,31
Controle 1,19 0,64 541 1,54

Comparacao de médias por meio do teste de Dunnet 95% (considerando-se o valor de p significativo
guando menor do que 0,05), valores com diferenga significativa em relacdo ao controle estdo
indicados com um (*).

Os resultados foram, do mesmo modo, submetidos ao teste de Dunnet a 95%.
Para a alface, assim como para o milho, ndo foram encontradas diferencas
significativas em relacdo ao controle para nenhum dos parametros avaliados. Para a
cultura do trigo, com relagcdo ao parametro ramificacdo, todos os isolados, assim

como o controle, apresentaram em média 3 ramificagbes por plantula, ndo sendo,



55

portanto, um fator de destaque no teste realizado. No que se refere ao comprimento
do coleoptilo, apenas um isolado diferiu positivamente, o PCF03, com valor de 2,04
cm em comparagao com o controle, que atingiu 1,19 cm. Para comprimento de raiz,
nenhum isolado se apresentou significativamente superior ao controle. Os dados

estdo organizados em ordem decrescente nas Figuras 20 a 23.
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Figura 20. Comprimento (em centimetros) do hipocétilo das plantulas de alface ap6s 14 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.



56

3,5

Raiz (cm)
N
N w

=
ul

A

0

o

o

Controle PCCO01 PCCO02 PCFO03 PCTO02 PCF02 PCF04 PCTO1
Isolados

PCFO1

Figura 21. Comprimento (em centimetros) da raiz das plantulas de alface apés 14 dias de
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crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.
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Figura 22. Comprimento (em centimetros) do coledptilo das plantulas de trigo ap6s 14 dias de

crescimento, para cada um dos isolados testados comparados ao controle.
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Figura 23. Comprimento (em centimetros) da raiz das plantulas de trigo apds 14 dias de crescimento,

para cada um dos isolados testados comparados ao controle.

Assim, dos oito isolados avaliados em trés diferentes espécies, o Unico que
apresentou resultado significativo no que se refere a producdo de COVs com
potencial de promocéao de crescimento de plantas foi o PCF03 em plantulas de trigo,
com valores positivos de comprimento de coledptilo. Esse isolado foi selecionado
anteriormente por apresentar resultado significativo para o parametro massa seca de
raiz no teste realizado com milho em bandejas.

Algumas pesquisas também apontaram resultados positivos de COVs
bacterianos na promocao de crescimento da cultura. Paul et al. (2022) observou que
um experimento de inoculacdo de B. pseudomycoides em sementes de trigo gerou
aumento no crescimento morfolégico, medido pela taxa de germinacdo, indice de
vigor, comprimento e niumero de raizes e brotos, e peso seco. Devido a inoculagéo
bacteriana, foram observadas mudancas nos niveis bioquimicos, funcdes e
morfologia de Triticum aestivum, com elevacao consideravel no peso seco, volume
de agua e conteudo de clorofila.

Outro estudo avaliou o efeito de COVs fungicos de trés cepas de Trichoderma
harzianum em plantas de trigo, uma cepa selvagem e duas cepas geneticamente
modificadas; uma expressando o gene tri5, que leva a sintese e emissdo do

composto volatil tricodieno, e a outra com silenciamento do gene ergl, prejudicando
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a producéo de ergosterol. Como resultado, a cepa selvagem e a com silenciamento
do gene ergl aumentaram o peso fresco e 0 comprimento da parte aérea, mas
reduziram o peso seco das raizes. Por outro lado, a cepa transformante tri5 reduziu
0 crescimento das raizes e da parte aérea em comparagao com o grupo de controle
e as outras cepas. Nao foram observadas diferencas em relacdo ao rendimento
guantico da fluorescéncia da clorofila e ao conteudo de clorofila foliar, sugerindo que

0s COVs liberados néo interferem na fotossintese (Garcia et al., 2022).

6.6. Selecdo das fontes de carbono promissoras

Os valores foram submetidos ao teste estatistico de Tukey a 95%,
comparando os meios de cultivo, para cada isolado. Para R. solani, a capacidade de
inibicdo dos isolados por acdo dos COVs se mostrou a mesma para os diferentes
meios, assim como quando comparados ao TSA, com excecdo de um unico isolado
(RT18) que apresentou desempenho significativamente inferior no meio BH com
adicdo de sorbitol, com micélio de 3,55 cm e inibicdo de 40,8%, comparado a 2,75

cm e 54,2% de inibicdo em TSA, conforme exibido na Tabela 11.

Tabela 11. Potencial de inibicdo de Rhizoctonia solani, por medi¢cdo do didmetro médio do micélio do

fungo, com a adicdo de diferentes fontes de carbono ao meio de cultivo.

Diametro médio do micélio (cm)

Caédigo TSA Glicose  Sacarose Lactose Galactose Manitol Sorbitol
RFO1 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RC11 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RF02 0@ 0a 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RFO03 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RFO05 0@ 0a 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RFO06 0@ 0a 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RC15 0@ 0a 0@ 0@ 0@ 0@ 0@
RFO7 0a 02 02 02 02 02 02
RFTO1 0,752 0,802 0,702 0,752 0,752 0,802 0,752
RT18 2,75° 2,75° 2,80° 2,80° 2,70° 2,75b 3,552
RFO8 3,002 3,002 3,052 2,952 3,052 3,102 3,002
RT22 3,102 3,052 3,102 3,152 3,102 3,102 3,052

Controle 6,002 6,002 6,002 6,002 6,002 6,002 6,002

Comparacdo de médias por meio do teste de Tukey 95% (considerando-se o valor de p significativo
guando menor do que 0,05), valores médios seguidos da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si.
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Para os testes envolvendo o patdégeno F. oxysporum, os resultados obtidos
foram similares ao meio TSA, com diferencas significativas sendo vistas apenas nos
isolados FF12 que apresentou micélio de 4,10 cm e uma capacidade inibitéria de
31,7% com glicose (7,5% a mais do que TSA) e FC24 com 4,50 cm de micélio com
manitol como fonte de C (25,0% de inibicdo, 9,2% a mais do que no meio TSA)
(Tabela 12).

Tabela 12. Potencial de inibi¢cdo de Fusarium oxysporum, por medi¢édo do didmetro médio do micélio

do fungo, com a adicéo de diferentes fontes de carbono ao meio de cultivo.

Diametro médio do micélio (cm)

Cdédigo TSA Glicose  Sacarose Lactose Galactose Manitol Sorbitol
FF09 4,202 4,252 4,202 4,154 4,202 4,252 4,202
FF12 4,552 4,10° 4,552 4,602 4,502 4,552 4,502
FC24 5,052 5,102 5,002 5,052 5,102 4,50b 5,052
RFTO1 5,202 5,152 5,252 5,202 5,202 5,152 5,152

Controle 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02

Comparacao de médias por meio do teste de Tukey 95% (considerando-se o valor de p significativo
quando menor do que 0,05), valores médios seguidos da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si.

Para o isolado com potencial de promotor de crescimento (PCF03), ndo foram
observadas diferencas significativas para os parametros coleoptilo e raiz, conforme

visto na Tabela 13.

Tabela 13. Potencial de promog¢éo de crescimento, por medigdo do comprimento médio do coledptilo

e raiz das plantulas de trigo, com a adi¢céo de diferentes fontes de carbono ao meio de cultivo.

Cédigo TSA Glicose  Sacarose Lactose Galactose Manitol Sorbitol

Comprimento médio do coledptilo (cm)

PCF03 2,042 2,102 2,122 2,012 2,072 2,132 2,002

Controle 1,192 1,152 1,192 1,223 1,252 1,142 1,162
Comprimento médio da raiz (cm)

PCF03 3,792 3,772 3,702 3,682 3,852 3,912 3,642

Controle 5,412 5,362 5,522 5,352 5,492 5,502 5,412

Comparacao de médias por meio do teste de Tukey 95% (considerando-se o valor de p significativo
quando menor do que 0,05), valores médios seguidos da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si.
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6.7. Identificacdo dos isolados componentes da colecao

Para essa etapa, foram selecionados 16 isolados no total com potencial de
producdo de COVs de interesse: 11 com capacidade inibitéria de Rhizoctonia solani,
3 para Fusarium oxysporum, 1 inibindo ambos os fungos patogénicos e 1 como
promotor de crescimento de plantas. Os resultados obtidos com o sequenciamento,
apos comparagdo com o banco de dados disponiveis no GenBank estdo descritos
na Figura 24, a seguir. As sequéncias mais similares as obtidas a partir dos isolados
foram entdo utilizadas para gerar inferéncias filogenéticas dos organismos que
compdem a colecdo microbiana sugerida neste projeto, permitindo uma estimativa
da biodiversidade contida na colegéo.

Todas as sequéncias obtidas foram ancoradas com espécies tipo (nomeadas
como “type”), com publicacdo completa em banco de dados. A espécie Escherichia
coli foi utilizada como grupo externo (outgroup).

A construcdo da arvore filogenética gerou apenas um grupo, as sequéncias
correspondentes de todos os isolados foram relacionadas a familia Bacillaceae, com
enfoque para o género Bacillus.

Bacillus spp. sdo microrganismos conhecidos por serem seguros para
aplicacdo na agricultura, possuindo habilidades incriveis para sintetizar uma ampla
variedade de metabdlitos benéficos para as plantas (Lateef et al., 2015; Prakash e
Arora, 2019), além da sua capacidade de produzir uma grande variedade de
compostos antifungicos para suprimir ou matar patdégenos fungicos (Chaurasia et al.,
2005). Numerosos volateis identificados liberados por Bacillus demonstraram inibir o
crescimento fungico, incluindo dimetil dissulfeto, 1-undeceno, benzaldeido,
benzotiazol, dimetil trissulfeto, ciclo-hexanol, decanal, 2-etil-1-hexanol (Kai et al.,
2009), com efeitos antagonistas de volateis contra uma ampla variedade de
patdogenos, como Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea, Cladosporium
oxysporum, Fusarium oxysporum, Moniliophtora perniciosa, P. variotii € 0 oomiceto
Pythium afertile (Chaurasia et al., 2005; Yuan et al., 2012; Lopez et al., 2015; Gao et
al., 2017).

Conforme exibido na arvore, 6 grupos de espécies foram identificados:
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus safensis, Lysinibacillus

sphaericus, Bacillus, thuringiensis e Priestia megaterium. Para todas as espécies
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citadas, uma variedade de trabalhos & encontrada na literatura, destacando o
potencial de COVs produzidos pelas mesmas, com diversas funcdes descritas.

O grupo mais significativo foi o dos isolados RF02, RF03, RF05, RC15, RT22
(inibidores de R. solani) e PCF03 (promotor de crescimento em plantulas de trigo),
que foram identificados como espécies de Bacillus subtilis.

Zhang et. al (2020), demonstrou que COVs produzidos pela cepa de Bacillus
subtilis - ZD01, podem reduzir o tamanho da coldnia e a penetragdo micelial, além
de causar sérias alteracbes morfoldégicas em Alternaria solani. Além de inibir a
germinacao de conidios e reduzir significativamente as areas de lesdo e o numero
de A. solani in vivo. Dos 29 COVs produzidos pela cepa ZD01, 9 mostraram
atividades completas de inibicdo do crescimento contra o patégeno em questao.

Além do potencial antifungico, trabalhos relatam a capacidade de cepas da
espécie em estimular a biossintese de osmoprotetores (colina e glicina betaina) na
planta, melhorando seu crescimento sob condicdes de restricio de agua e
tratamentos osmoéticos (Zhang et al.,, 2010). B. subtilis GB03 e seu principal
composto volétil, acetoina, aumentaram a tolerancia da hortela-pimenta ao estresse
salino, estimulando a biossintese do &cido salicilico e reduzindo o ABA (Cappellari e
Banchio, 2020) e COVs dessa mesma cepa mostraram-se capazes de aumentar a
producao de 6leos essenciais no Manjericao doce (Banchio et al., 2009).

Em seguida, quatro isolados: RF01, RF07, RF08, RC11 (inibidores de R.
solani), apresentaram-se como espécies de Bacillus amyloliquefaciens.

Diversos trabalhos trazem o potencial de COVs produzidos por
representantes dessa espécie. A exposicdo aos volateis de Bacillus
amyloliquefaciens GB03 desencadeou a promocao de crescimento dependente de
auxina (Zhang et al., 2007) e atuaram no aumento da absor¢do de ferro em
Arabidopsis thaliana por meio de trés mecanismos diferentes (Zhang et al., 2009).
Os COVs produzidos pela linhagem NJN-6 reduziram o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos de F. oxysporum, com inibicdo de cerca de 30% a 40%
(Yuan et al., 2012).

Os isolados RFTO1 (inbidor de R. solani e F. oxysporum) e RT18 (inibidor de
R. solani) foram agrupados juntamente com espécies de Bacillus safensis.

Em estudos, Bacillus safensis STJP (NAIMCC-B-02323), proveniente do solo

rizosférico de Stevia rebaudiana, mostrou forte atividade de biocontrole contra o
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fitopatogeno Alternaria alternata, dos 25 COVs totais identificados, 5 inibiram o
crescimento do micélio, controlando a formacdo de esporos e a germinacao de
conidios (Prakash e Arora, 2021).

In vitro, Bacillus safensis SJ4, cepa isolada do solo rizosférico de plantas
saudaveis de tomate cultivadas em estufas ndo aquecidas na Argélia, inibiu
significativamente o crescimento do micélio de cepas do fungo Botrytis cinerea, tanto
por meio de confrontacdo direta em ensaios de cultura dupla (inibicdo de 12-69%)
quanto pela producdo de compostos volateis (inibicdo de 36-46%) (Foughalia et. al,
2022).

Os compostos volateis da cepa B. safensis RGM 2450 causaram uma
reducdo de 79(x23)% no crescimento micelial de B. cinérea, todavia, ndo observou-
se reducdo no crescimento micelial em outros fungos avaliados (Colletotrichum
acutatum, Fusarium oxysporum e Phytophtora cinnamomi), as mudas de tomate
inoculadas com a cepa apresentaram um aumento de 55% em peso Umido e 45%
em peso seco apoés 21 dias de incubacao (Altimira et. al, 2022).

O isolado RFO06 (inibidor de R. solani) apresentou-se como pertencente ao
grupo das espécies de Lysinibacillus sphaericus. Anteriormente conhecido como
Bacillus sphaericus, a espécie foi definida como possuindo uma espora terminal
esférica e por sua incapacidade de fermentar aclucares (White e Lotay, 1980). Foi
reclassificado para o novo género Lysinibacillus com base em caracteristicas
fenotipicas, incluindo o fato de que os membros desse novo género diferiam de
outros Bacillus por produzirem peptidoglicanos contendo lisina e acido aspartico
(Ahmed et al.,, 2007). Muitas cepas de L. sphaericus produzem bacteriocinas,
antibidticos proteicos que sdo eficazes contra outras cepas da mesma espécie
(Cokmus e Yousten, 1993), e essas podem ser consideradas toxinas
antibacterianas, além disso, estudos tém mostrado que L. sphaericus é eficaz como
patégeno de insetos, especialmente contra mosquitos (Berry, 2012).

Seu potencial de supressdo de doencas e inibicdo da germinacdo de
esclerodios de Rhizoctonia solani, por meio da producdo do metabdlito antifungico
acido 1,2-benzenodicarboxilico butil 2-etilhexil € comprovado in vitro e in vivo
(Shabanamol et al., 2021).

L. sphaericus endofitico isolado da cultura do arroz mostrou inibicado de
crescimento de 100% do patdogeno Rhizoctonia solani, causador da queima da

bainha do arroz, por meio da producdo de compostos organicos volateis. Em
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condicbes de estufa, a aplicacdo foliar e no solo de L. sphaericus diminuiu
significativamente a porcentagem de incidéncia da doenca. Todos os tratamentos
bacterizados foram superiores ao tratamento com fungicida quimico. A aplicacédo de
L. sphaericus em tratamentos individuais e combinados induziu resisténcia
sistémica, como evidenciado pelo acumulo significativo de enzimas de defesa, como
peréxidos, polifenol oxidases e fenilalanina aménia, além do aumento de compostos
fendlicos (Shabanamol et al., 2017).

Prosseguindo com a analise da arvore filogenética, dois isolados
caracterizados pelo potencial de inibicdo de F.oxysporum, FC24 e FF12,
apresentaram sequencias semelhantes a Bacillus thuringiensis, sendo alocados
juntamente com os representantes dessa espécie.

Um trabalho avaliando o efeito de COVs produzidos por uma cepa de B.
thuringiensis - BCN10, em cinco patégenos de poés-colheita isolados de frutas de
néspera demonstrou um efeito antifGngico contra Botryosphaeria sp., Penicillium
expansum, Trichoderma atroviride e Colletotrichum gloeosporioides e sem efeito em
Fusarium oxysporum. A inibicdo do crescimento micelial de BCN10 contra
Botryosphaeria sp. foi de 47%, P. expansum e T. atroviride foram cerca de 10% a
20%, respectivamente, e contra C. gloeosporioides foi inferior a 10%, mas ainda
acima de zero. Mesmo apds 5 dias, os diametros reduzidos da doenca em T.
atroviride e C. gloeosporioides com o tratamento de BCN10 foram extremamente
significativos (He et. al, 2020).

O ensaio realizado por Lucon (2010) para determinar o possivel efeito dos
compostos volateis produzidos por 3 isolados de B. thuringiensis no controle da
doenca da mancha preta na cultura da laranja mostrou um nuamero médio
significativamente menor de lesbes nas frutas tratadas com Bt-HD-567 (16,2), Bt-
Dimy (18,9) e BtDiPel (15,4), em comparagdo com o controle (53,2). As
porcentagens de reducdo em relacdo ao controle no nimero de lesdes de mancha
preta em frutas de laranja doce pos-colheita pelos isolados Bt-HD-567, Bt-Dimy e
BtDiPel foram de 70%, 65% e 71%, respectivamente.

Por fim, o dltimo isolado identificado no presente trabalho (FFO9 — inibidor de
F. oxysporum) foi relacionado ao grupo de representantes de Priestia Megaterium.
Essa espécie era anteriormente conhecida como Bacillus megaterium, todavia, foi

proposta a criacdo de um novo género, ja que é possivel uma distingdo de forma
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confiavel de todas as outras espécies de Bacillaceae devido a presenca de duas
CSls (conserved signature indel - insercdo ou delecdo conservada em uma
sequéncia genética) na oligoribonuclease NrnB, exclusivamente compartilhadas por
todos os membros desse género (Gupta et al. 2020).

Para P. megaterium o efeito positivo dos compostos volateis 2-pentilfurano
(Zou et al. 2010) e acetoina (Ryu et al. 2003) na promoc¢édo do crescimento de A.
thaliana foi observado. Assim também, observou-se propriedades antifungicas de P.
megaterium mediada por COVs contra o Aspergillus flavus produtor de aflatoxina
encontrado em graos de arroz (Mannaa et al. 2017). Outro exemplo refere-se a cepa
B388, que foi isolada do solo da rizosfera de pinheiro em Uttarakhand, na india, que
inibiu o crescimento de fitopatbgenos como A. alternata e F. oxysporum ao produzir
compostos volateis e difusiveis (Triverdi e Pandey, 2008).

As pesquisas citadas sdo apenas alguns exemplares da vasta literatura
existente avaliando o potencial de COVs produzidos especificamente por membros
da familia Bacillaceae, com efeitos positivos tanto no biocontrole de fitopatégenos
como na promocdo de crescimento de diversas culturas agricolas, mostrando a
relevancia desse grupo de bactérias na busca de melhorias em eficiéncia

agrondémica.
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MW188210 Priestiz megaterium strain TRIM-02
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K2 354248 Ezcherichia coli strain Pl
a2
Figura 24 Arvore filogenética dos isolados de interesse, por alinhamento das sequéncias do gene

16S DNAr com as sequéncias bacterianas mais préximas da busca BLAST.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Para as condicdes apresentadas neste estudo, as bactérias rizosféricas
isoladas de plantas de feijao, trigo e cana-de-acucar geraram os melhores resultados
na avaliagcdo do potencial de inibicdo do fungo fitopatogénico R. solani, quando
comparado as outras caracteristicas de interesse avaliadas. Foram selecionados 12
isolados com essa funcgéo, sendo 8 deles com inibicdo completa (100%), ja para F.
oxysporum, apenas 4 isolados apresentaram capacidade de inibicdo parcial (30-
13%) e somente 1 isolado demonstrou-se como possivel promotor de crescimento,
com resultado positivo para o parametro comprimento do coleéptilo (cm) de plantulas
de trigo, em contraste, para as culturas de milho e alface ndo obteve-se respostas
significativas estatisticamente.

Ao avaliar a representatividade de cada cultura, observamos que 9 dos
isolados identificados, cerca de 56%, sdo originados da rizosfera de feijao. Algumas
razdes para isso sdo o fato da etapa inicial de obtencdo de isolados para a
realizacdo dos testes gerar uma colecdo maior de feijao, seguido de cana-de-agUcar
e trigo, além disso, a area de coleta de solo nessa regido apresentava o sistema de
plantio direto, em contraste com as outras duas, em sistema convencional, esse fator
pode contribuir para que o ambiente solo-planta dessa cultura apresente maior
diversidade microbiana e funcional, permitindo a selecdo de mais microrganismos
com o potencial desejado em questdo. Por fim, doencas ocasionadas pelo fungo
Rhizoctonia solani, como a Podriddo Radicular e pelo Fusarium oxysporum (Murcha
de Fusarium), possuem maior representatividade e importancia para o feijdo quando
comparado as duas culturas, assim, a probabilidade de encontrarmos
microrganismos com esse potencial inibitorio em solos rizosféricos dessa cultura é

maior em relacao as outras

E possivel inferir que a producdo de COVs com essas caracteristicas
especificas ndo € amplamente distribuida dentro da comunidade rizosférica, ja que
das 147 bactérias previamente isoladas e testadas, obteve-se na etapa final uma
colecdo com 16 microrganismos potenciais (cerca de 11% do total). A identificac&o
dos isolados por meio do sequenciamento do gene 16S DNAr, trouxe destaque para
os Bacillus, reforcando a importancia desse grupo como organismos benéficos com
uma ampla gama de aplicacdes na agricultura, incluindo seu potencial de producao

de COVs de interesse.
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Assim como no presente trabalho, grande parte do conhecimento atual sobre
o potencial de volateis microbianos baseia-se em estudos in vitro em condi¢des ricas
em nutrientes, muito diferente das condi¢cées limitadas com as quais 0s
microrganismos lidam na maioria dos ambientes naturais. (Weisskopf et al., 2021).
Além disso, muitos estudos tém se concentrado em compostos isolados em uma
concentracdo e organismo-alvo, os efeitos de misturas complexas de COVs sédo

menos abordados (Groenhagen et al., 2013; Garbeva et al., 2014 a,b).

Com isso, surgem algumas questdes: As taxas de producao e persisténcia de
COVs sustentam um papel na competicdo bacteriana e elicitacdo de respostas das
plantas em condi¢cdes de campo? Quais as interacdes entre os COVs em misturas
complexas? As relagfes entre COVs podem transmitir informacfes especificas?
Quais as interacfes entre COVs e parametros ambientais (oxigénio, umidade, etc)?
Esses pontos devem ser melhor explorados em pesquisas para avancos
significativos na area.

Outro campo desafiador é a identificacdo correta das moléculas volateis, que
€ um pré-requisito para o entendimento de suas funcdes biologicas, todavia,
identificar precisamente o grande numero de volateis microbianos geralmente
detectados em misturas complexas ndo € uma tarefa facil, as funcdes bioldgicas da
grande maioria dos volateis microbianos ainda sédo desconhecidas, muitos ainda
precisam ser descobertos e caracterizados quimicamente e, especificamente em
comunidades com multiplas espécies, € dificil reconhecer quem emite os sinais,
guem os recebe e interpretar as mensagens transmitidas (Weisskopf et al., 2021).
No entanto, 0s avancgos recentes na quimica analitica e as poderosas ferramentas
da biologia molecular moderna vém permitindo cada vez mais uma deteccao
sensivel, confiavel e robusta, sendo de grande ajuda na obtencdo de uma visdo
mais abrangente da comunicacéo quimica mediada por volateis num futuro proximo
(Cellini et al., 2021).

Dentro do contexto abordado, levanta-se a importancia da identificagédo futura
dos compostos volateis produzidos pelos 16 isolados selecionados nesse estudo,
utilizando, por exemplo a deteccao por meio do espectrdmetro de massas associado
a cromatografia gasosa (GC-MS), integrando a capacidade de separacdo da
cromatografia com a identificacdo e separacdo dos compostos da espectrometria,
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indicando a presenca de compostos na fase gasosa com massas moleculares

variadas.

Por fim, pensando na realizagao de testes in vivo dos isolados selecionados e
identificados para confirmar sua capacidade em desempenhar as funcdes de
interesse, deve-se destacar que o estabelecimento de populacbes estaveis de
bactérias benéficas que liberam COVs é um requisito para aplicagdes agricolas bem-
sucedidas. Além disso, tratando-se de consorcios bacterianos, pesquisas sobre a
formulacdo de produtos bioestimulantes e melhoramento de plantas para a
capacidade de formar relacbes simbidticas mostram-se relevantes para facilitar a

colonizacéo e a resiliéncia de bactérias benéficas.
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APENDICES

Apéndice A - Medicdo do crescimento do micélio de Rhizoctonia solani (cm) nos
sentidos vertical e horizontal. Fonte: Do préprio autor (2022).
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Apéndice B - Medicao do comprimento de coledptilo e raiz das plantulas de milho,
apo6s 7 dias de crescimento. Fonte: Do proprio autor (2022).
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Apéndice C - Medicdo do comprimento de coledptilo e raiz das plantulas de trigo,
apos 14 dias de crescimento. Fonte: Do préprio autor (2022).

Apéndice D - Medicdo do comprimento de hipocétilo e raiz das plantulas de alface,
apos 14 dias de crescimento. Fonte: Do préoprio autor (2022).
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Apéndice E - Resultados do parametro altura das plantas (em centimetros), apés a
desmontagem do ensaio em casa de vegetacao, em ordem decrescente.

Céd. Isolado  Repeticdo 1 Repeticéo 2 Repeticdo 3  Média (cm)  Desvio padrao

7 9,10 9,00 8,00 8,70 0,61
26 8,00 9,30 8,20 8,50 0,70
97 10,00 7,00 7,90 8,30 1,54
114 8,50 9,90 6,50 8,30 1,71
30 7,40 8,60 8,70 8,20 0,72
69 7,50 8,90 8,30 8,20 0,70

8 8,40 8,20 8,00 8,20 0,20
31 8,50 9,10 7,00 8,20 1,08

9 8,40 8,00 8,20 8,20 0,20

5 7,70 9,00 7,70 8,10 0,75

2 9,00 8,00 7,00 8,00 1,00
52 7,40 7,70 8,90 8,00 0,79
22 7,20 8,90 7,80 8,00 0,86
137 9,00 7,30 7,40 7,90 0,95
127 8,60 8,10 7,00 7,90 0,82
10 7,40 8,50 7,70 7,90 0,57
15 7,20 8,50 7,90 7,90 0,65

3 7,90 8,00 7,60 7,80 0,21
48 7,30 9,50 6,70 7,80 1,47
67 7,00 8,10 8,40 7,80 0,74
27 7,20 7,90 8,20 7,80 0,51
33 7,50 7,80 8,00 7,80 0,25
146 7,80 8,00 7,50 7,80 0,25
29 8,70 7,60 7,00 7,80 0,86
96 8,70 6,50 8,00 7,70 1,12
51 7,50 8,40 7,20 7,70 0,62
56 8,40 6,90 7,70 7,70 0,75
71 7,90 7,00 8,00 7,60 0,55
87 7,40 7,50 8,00 7,60 0,32
11 7,60 7,20 8,00 7,60 0,40
109 7,50 8,30 7,00 7,60 0,66

129 8,00 7,80 7,00 7,60 0,53
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4 8,10 6,20 8,40 7,60 1,19
122 8,30 7,90 6,50 7,60 0,95
6 7,50 7,50 7,60 7,50 0,06
46 7,50 8,00 7,10 7,50 0,45
54 8,50 7,40 6,70 7,50 0,91
116 8,50 7,70 6,40 7,50 1,06
89 6,20 8,30 8,00 7,50 1,14
95 9,00 6,40 7,10 7,50 1,35
98 7,00 8,30 7,20 7,50 0,70
120 7,40 8,70 6,30 7,50 1,20
128 7,00 7,00 8,40 7,50 0,81
32 7,70 7,45 7,20 7,50 0,25
60 7,80 7,50 7,00 7,40 0,40
66 8,30 6,00 8,00 7,40 1,25
117 6,80 8,00 7,50 7,40 0,60
106 7,20 7,50 7,50 7,40 0,17
131 8,30 6,70 7,20 7,40 0,82
13 7,20 7,20 7,70 7,40 0,29
125 7,80 7,30 7,00 7,40 0,40
73 7,90 8,00 6,10 7,30 1,07
75 7,00 7,50 7,50 7,30 0,29
18 7,40 7,30 7,20 7,30 0,10
36 6,50 7,60 7,80 7,30 0,70
91 6,70 6,70 8,40 7,30 0,98
115 6,40 6,30 9,10 7,30 1,59
134 8,30 7,00 6,40 7,20 0,97
142 7,70 7,20 6,80 7,20 0,45
12 7,40 7,00 7,20 7,20 0,20
14 8,20 6,00 7,40 7,20 1,11
68 8,30 6,80 6,50 7,20 0,96
130 6,40 7,70 7,50 7,20 0,70
132 7,20 8,00 6,40 7,20 0,80
88 7,50 7,00 6,90 7,10 0,32
135 6,40 7,50 7,50 7,10 0,64
84 7,40 7,50 6,40 7,10 0,61
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94 7,00 6,80 7,50 7,10 0,36
101 7,40 7,20 6,70 7,10 0,36
112 6,90 8,00 6,40 7,10 0,82
143 6,40 7,40 7,50 7,10 0,61
25 7,30 7,90 6,00 7,10 0,97
47 6,40 7,00 7,80 7,10 0,70
74 7,70 6,50 7,00 7,10 0,60
53 7,00 6,60 7,50 7,00 0,45
64 6,00 8,60 6,50 7,00 1,38
110 6,00 6,90 8,20 7,00 1,11
86 8,40 5,70 6,80 7,00 1,36
39 8,00 6,40 6,50 7,00 0,90
41 6,50 7,20 7,20 7,00 0,40
99 7,00 6,90 7,00 7,00 0,06
111 8,00 7,30 5,50 6,90 1,29
144 7,30 5,50 7,90 6,90 1,25
Controle 8,00 7,00 5,30 6,90 1,37
20 6,50 7,70 6,50 6,90 0,69
40 7,00 7,00 6,70 6,90 0,17
21 7,00 6,20 7,40 6,90 0,61
50 6,20 7,30 7,10 6,90 0,59
139 7,70 6,40 6,50 6,90 0,72
141 6,00 7,70 6,90 6,90 0,85
147 5,80 6,90 7,90 6,90 1,05
35 6,50 7,30 6,70 6,80 0,42
65 6,80 6,00 7,70 6,80 0,85
38 7,00 6,30 7,00 6,80 0,40
83 5,50 7,40 7,30 6,70 1,07
85 6,70 6,50 7,00 6,70 0,25
124 7,20 6,70 6,30 6,70 0,45
45 6,80 6,70 6,60 6,70 0,10
79 6,40 7,00 6,70 6,70 0,30
136 6,40 6,70 7,00 6,70 0,30
113 7,50 5,50 7,00 6,70 1,04
59 6,20 6,70 7,00 6,60 0,40
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133 5,70 7,00 7,00 6,60 0,75
76 6,00 7,10 6,55 6,60 0,55
61 6,50 7,00 6,00 6,50 0,50
77 7,00 5,80 6,70 6,50 0,62
121 6,20 6,00 7,30 6,50 0,70
57 6,45 6,00 6,90 6,50 0,45
62 5,50 7,30 6,40 6,40 0,90
70 6,20 6,50 6,40 6,40 0,15
82 5,80 6,50 6,80 6,40 0,51
37 6,80 5,70 6,50 6,30 0,57
108 6,00 6,50 6,50 6,30 0,29
119 5,70 6,90 6,30 6,30 0,60
17 6,50 5,00 7,40 6,30 1,21
63 6,50 6,00 6,40 6,30 0,26
16 6,40 6,00 6,20 6,20 0,20
78 6,30 6,40 5,80 6,20 0,32
138 5,30 6,20 6,90 6,10 0,80
103 6,80 5,90 5,60 6,10 0,62
19 5,50 6,30 6,40 6,10 0,49
1 5,50 4,50 8,00 6,00 1,80
126 6,50 6,00 5,50 6,00 0,50
140 5,50 6,30 6,00 5,90 0,40
123 5,80 6,00 5,90 5,90 0,10
102 5,50 4,90 7,00 5,80 1,08
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Apéndice F - Resultados do parametro massa seca de parte aérea (em gramas),
apos a desmontagem do ensaio em casa de vegetacdo, em ordem decrescente.

Céd. Isolado  Repeticédo 1 Repeticao 2 Repeticdo 3 Média (g) Desvio padréo

113 0,650 0,400 0,760 0,603 0,184
89 0,330 0,470 0,870 0,557 0,280
78 0,420 0,680 0,530 0,543 0,131
114 0,570 0,450 0,390 0,470 0,092
82 0,370 0,650 0,370 0,463 0,162
88 0,510 0,530 0,340 0,460 0,104
69 0,370 0,360 0,430 0,387 0,038
53 0,360 0,290 0,500 0,383 0,107
29 0,300 0,460 0,380 0,380 0,080
67 0,290 0,410 0,440 0,380 0,079
31 0,370 0,300 0,440 0,370 0,070
83 0,420 0,360 0,320 0,367 0,050
129 0,320 0,440 0,330 0,363 0,067
37 0,390 0,320 0,350 0,353 0,035
87 0,360 0,300 0,400 0,353 0,050
20 0,370 0,420 0,260 0,350 0,082
15 0,320 0,330 0,380 0,343 0,032
61 0,410 0,290 0,330 0,343 0,061
66 0,300 0,440 0,290 0,343 0,084
68 0,340 0,400 0,290 0,343 0,055
112 0,320 0,230 0,480 0,343 0,127
123 0,250 0,330 0,440 0,340 0,095
101 0,360 0,330 0,320 0,337 0,021
40 0,440 0,240 0,320 0,333 0,101
62 0,260 0,440 0,300 0,333 0,095
71 0,360 0,290 0,350 0,333 0,038
60 0,340 0,440 0,210 0,330 0,115
33 0,430 0,320 0,230 0,327 0,100
142 0,380 0,320 0,280 0,327 0,050
57 0,300 0,340 0,320 0,320 0,020
65 0,450 0,210 0,300 0,320 0,121

111 0,310 0,470 0,180 0,320 0,145




94

124 0,260 0,340 0,360 0,320 0,053
Controle 0,270 0,320 0,360 0,282 0,045
8 0,320 0,310 0,320 0,317 0,006
36 0,310 0,320 0,320 0,317 0,006
26 0,250 0,290 0,390 0,310 0,072
122 0,340 0,360 0,230 0,310 0,070
56 0,330 0,270 0,310 0,303 0,031
59 0,270 0,270 0,370 0,303 0,058
14 0,400 0,220 0,290 0,303 0,091
79 0,290 0,270 0,340 0,300 0,036
17 0,320 0,320 0,260 0,300 0,035
5 0,260 0,310 0,320 0,297 0,032
18 0,250 0,340 0,300 0,297 0,045
116 0,370 0,290 0,230 0,297 0,070
54 0,360 0,250 0,270 0,293 0,059
51 0,250 0,300 0,320 0,290 0,036
143 0,300 0,230 0,340 0,290 0,056
16 0,320 0,290 0,260 0,290 0,030
95 0,370 0,240 0,260 0,290 0,070
99 0,290 0,310 0,270 0,290 0,020
125 0,270 0,360 0,240 0,290 0,062
10 0,300 0,290 0,270 0,287 0,015
11 0,280 0,290 0,290 0,287 0,006
91 0,330 0,270 0,260 0,287 0,038
106 0,250 0,270 0,340 0,287 0,047
137 0,330 0,220 0,310 0,287 0,059
94 0,330 0,250 0,270 0,283 0,042
126 0,330 0,270 0,250 0,283 0,042
144 0,320 0,230 0,300 0,283 0,047
98 0,290 0,320 0,240 0,283 0,040
39 0,230 0,300 0,300 0,277 0,040
110 0,200 0,310 0,320 0,277 0,067
115 0,230 0,230 0,370 0,277 0,081
4 0,260 0,270 0,290 0,273 0,015
12 0,270 0,260 0,290 0,273 0,015
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46 0,280 0,280 0,260 0,273 0,012
138 0,230 0,310 0,280 0,273 0,040
6 0,290 0,290 0,240 0,273 0,029
47 0,250 0,350 0,220 0,273 0,068
45 0,270 0,310 0,230 0,270 0,040
48 0,270 0,240 0,300 0,270 0,030
52 0,290 0,250 0,270 0,270 0,020
77 0,280 0,300 0,230 0,270 0,036
103 0,310 0,250 0,250 0,270 0,035
21 0,240 0,270 0,290 0,267 0,025
50 0,300 0,230 0,270 0,267 0,035
86 0,230 0,300 0,270 0,267 0,035
97 0,280 0,290 0,230 0,267 0,032
140 0,270 0,280 0,250 0,267 0,015
141 0,270 0,280 0,250 0,267 0,015
27 0,260 0,230 0,300 0,263 0,035
127 0,270 0,280 0,240 0,263 0,021
128 0,230 0,260 0,300 0,263 0,035
146 0,270 0,250 0,270 0,263 0,012
2 0,270 0,220 0,290 0,260 0,036
76 0,280 0,250 0,250 0,260 0,017
102 0,280 0,280 0,220 0,260 0,035
117 0,250 0,240 0,290 0,260 0,026
130 0,270 0,240 0,270 0,260 0,017
22 0,270 0,210 0,290 0,257 0,042
35 0,230 0,300 0,240 0,257 0,038
121 0,220 0,270 0,280 0,257 0,032
74 0,270 0,260 0,230 0,253 0,021
75 0,270 0,230 0,260 0,253 0,021
139 0,250 0,250 0,260 0,253 0,006
13 0,200 0,280 0,270 0,250 0,044
96 0,280 0,220 0,250 0,250 0,030
119 0,250 0,250 0,250 0,250 0,000
134 0,250 0,270 0,230 0,250 0,020
3 0,240 0,260 0,240 0,247 0,012
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7 0,230 0,250 0,260 0,247 0,015
9 0,220 0,260 0,260 0,247 0,023
70 0,240 0,230 0,270 0,247 0,021
73 0,230 0,280 0,230 0,247 0,029
131 0,270 0,200 0,270 0,247 0,040
85 0,260 0,220 0,250 0,243 0,021
108 0,270 0,200 0,260 0,243 0,038
136 0,250 0,240 0,240 0,243 0,006
132 0,270 0,210 0,240 0,240 0,030
30 0,270 0,250 0,190 0,237 0,042
64 0,220 0,230 0,250 0,233 0,015
84 0,220 0,220 0,260 0,233 0,023
147 0,230 0,210 0,260 0,233 0,025
32 0,270 0,190 0,230 0,230 0,040
38 0,250 0,230 0,210 0,230 0,020
135 0,220 0,180 0,290 0,230 0,056
63 0,220 0,210 0,250 0,227 0,021
109 0,240 0,190 0,240 0,223 0,029
25 0,240 0,150 0,270 0,220 0,062
41 0,220 0,200 0,240 0,220 0,020
120 0,190 0,230 0,240 0,220 0,026
133 0,180 0,240 0,200 0,207 0,031
19 0,210 0,190 0,210 0,203 0,012
1 0,110 0,140 0,180 0,143 0,035




Apéndice G - Resultados do parametro massa seca de raiz (em gramas), apos a
desmontagem do ensaio em casa de vegetacao, em ordem decrescente.

Céd. Isolado  Repeticédo 1 Repeticao 2 Repeticdo 3 Média (g) Desvio padréo

43 0,494 0,780 0,759 0,680 0,159
35 0,393 0,666 0,515 0,520 0,137
61 0,570 0,420 0,530 0,510 0,078
62 0,480 0,530 0,510 0,510 0,025
63 0,530 0,580 0,410 0,510 0,087
64 0,490 0,420 0,570 0,490 0,075
65 0,580 0,430 0,470 0,490 0,078
66 0,410 0,590 0,470 0,490 0,092
39 0,389 0,668 0,400 0,490 0,158
67 0,440 0,530 0,470 0,480 0,046
68 0,570 0,460 0,400 0,480 0,086
69 0,530 0,400 0,490 0,470 0,067
70 0,460 0,400 0,540 0,470 0,070
71 0,570 0,330 0,460 0,450 0,120
72 0,470 0,430 0,450 0,450 0,020
73 0,720 0,250 0,370 0,450 0,244
74 0,400 0,470 0,460 0,440 0,038
75 0,430 0,540 0,350 0,440 0,095
41 0,377 0,438 0,499 0,440 0,061
76 0,400 0,440 0,460 0,430 0,031
77 0,480 0,390 0,420 0,430 0,046
78 0,320 0,450 0,520 0,430 0,101
79 0,420 0,460 0,400 0,430 0,031
80 0,420 0,440 0,410 0,420 0,015
81 0,380 0,400 0,490 0,420 0,059
82 0,460 0,390 0,410 0,420 0,036
83 0,430 0,540 0,280 0,420 0,131
84 0,460 0,420 0,360 0,410 0,050
85 0,510 0,390 0,320 0,410 0,096
86 0,400 0,480 0,340 0,410 0,070
87 0,440 0,480 0,290 0,400 0,100

88 0,470 0,330 0,400 0,400 0,070
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89 0,390 0,510 0,300 0,400 0,105
90 0,270 0,440 0,460 0,390 0,104
46 0,409 0,400 0,359 0,390 0,027
91 0,310 0,230 0,610 0,380 0,200
19 0,293 0,439 0,410 0,380 0,077
92 0,360 0,430 0,350 0,380 0,044
93 0,490 0,270 0,380 0,380 0,110
94 0,380 0,320 0,430 0,380 0,055
58 0,389 0,290 0,447 0,380 0,079
95 0,320 0,460 0,330 0,370 0,078
36 0,309 0,432 0,368 0,370 0,062
96 0,320 0,340 0,440 0,370 0,064
97 0,270 0,260 0,550 0,360 0,165
37 0,512 0,352 0,215 0,360 0,149
98 0,390 0,370 0,300 0,350 0,047
99 0,440 0,270 0,350 0,350 0,085
100 0,400 0,300 0,360 0,350 0,050
33 0,383 0,317 0,350 0,350 0,033
32 0,373 0,456 0,211 0,350 0,125
101 0,410 0,280 0,340 0,340 0,065
102 0,390 0,300 0,340 0,340 0,045
103 0,280 0,310 0,420 0,340 0,074
104 0,320 0,380 0,310 0,340 0,038
17 0,410 0,282 0,304 0,330 0,068
31 0,220 0,320 0,452 0,330 0,116
56 0,268 0,331 0,393 0,330 0,063
42 0,224 0,437 0,330 0,330 0,107
105 0,290 0,360 0,340 0,330 0,036
106 0,250 0,320 0,400 0,320 0,075
107 0,320 0,350 0,300 0,320 0,025
20 0,343 0,324 0,300 0,320 0,022
59 0,293 0,400 0,259 0,320 0,074
55 0,255 0,298 0,398 0,320 0,073
108 0,250 0,360 0,340 0,320 0,059
109 0,320 0,330 0,300 0,320 0,015
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48 0,329 0,315 0,303 0,320 0,013
34 0,306 0,310 0,315 0,310 0,005
110 0,340 0,340 0,250 0,310 0,052
111 0,260 0,420 0,250 0,310 0,095
9 0,348 0,278 0,298 0,310 0,036
38 0,204 0,369 0,343 0,310 0,089
45 0,365 0,302 0,240 0,300 0,063
4 0,288 0,263 0,345 0,300 0,042
54 0,390 0,207 0,299 0,300 0,092
24 0,304 0,294 0,284 0,290 0,010
3 0,307 0,256 0,318 0,290 0,033
27 0,286 0,353 0,236 0,290 0,059
1 0,446 0,163 0,262 0,290 0,144
44 0,169 0,290 0,410 0,290 0,121
Controle 0,348 0,314 0,204 0,290 0,075
112 0,260 0,270 0,330 0,290 0,038
5 0,263 0,300 0,297 0,290 0,021
113 0,270 0,300 0,280 0,280 0,015
114 0,340 0,270 0,240 0,280 0,051
16 0,267 0,261 0,321 0,280 0,033
10 0,322 0,255 0,266 0,280 0,036
29 0,310 0,334 0,199 0,280 0,072
2 0,236 0,324 0,280 0,280 0,044
115 0,210 0,320 0,310 0,280 0,061
116 0,200 0,290 0,350 0,280 0,075
14 0,338 0,224 0,277 0,280 0,057
8 0,332 0,246 0,256 0,280 0,047
60 0,299 0,279 0,256 0,280 0,022
117 0,240 0,230 0,360 0,280 0,072
118 0,280 0,270 0,270 0,270 0,006
40 0,136 0,406 0,270 0,270 0,135
119 0,270 0,330 0,210 0,270 0,060
120 0,340 0,200 0,270 0,270 0,070
51 0,323 0,208 0,267 0,270 0,058
7 0,348 0,230 0,220 0,270 0,071
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15 0,268 0,270 0,256 0,260 0,008
52 0,229 0,291 0,274 0,260 0,032
30 0,250 0,264 0,274 0,260 0,012
47 0,213 0,244 0,331 0,260 0,061
22 0,218 0,182 0,382 0,260 0,107
53 0,249 0,138 0,393 0,260 0,128
121 0,230 0,230 0,320 0,260 0,052
49 0,321 0,200 0,256 0,260 0,061
23 0,180 0,339 0,255 0,260 0,080
122 0,210 0,340 0,210 0,250 0,075
12 0,205 0,310 0,224 0,250 0,056
123 0,340 0,110 0,280 0,240 0,119

6 0,117 0,248 0,359 0,240 0,121
124 0,240 0,210 0,260 0,240 0,025
13 0,215 0,135 0,359 0,240 0,114
26 0,262 0,220 0,223 0,240 0,023
28 0,187 0,249 0,257 0,230 0,038
50 0,158 0,288 0,223 0,220 0,065
57 0,122 0,217 0,321 0,220 0,100
18 0,178 0,262 0,212 0,220 0,042
25 0,140 0,215 0,290 0,220 0,075
11 0,249 0,209 0,170 0,210 0,040
125 0,190 0,210 0,220 0,210 0,015
21 0,181 0,208 0,194 0,190 0,014




Altura (cm)
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Apéndice H - Resultados do parametro altura de plantas (em centimetros), apos a desmontagem do ensaio em casa de vegetacao,

em ordem decrescente.
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Apéndice | - Resultados do parametro massa seca de parte aérea (em gramas), apos a desmontagem do ensaio em casa de
vegetacao, em ordem decrescente.
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Apéndice J - Resultados do parametro massa seca de raiz (em gramas), apos a desmontagem do ensaio em casa de vegetacao, em

Isolado
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