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IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DE COMPOSTOS VOLATEIS
PRODUZIDOS POR BACTERIAS ENDOFITICAS: POTENCIAL
BIOCONTROLE DA ANTRACNOSE EM FRUTOS DE MAMAO

RESUMO GERAL

O mamao é uma fruta tropical valorizada mundialmente por suas propriedades
nutritivas e seu sabor adocicado. Entretanto, a antracnose, causada por varias
espécies de Colletotrichum, representa um grande desafio para a producdo de
mamao, resultando em perdas significativas na producdo e na qualidade dos
frutos. O controle quimico com fungicidas sintéticos é amplamente utilizado, mas
existem preocupacfes quanto a eficiéncia do controle, aos efeitos ambientais
residuais e a saude publica. Assim, o controle biol6gico com bactérias tem sido
estudado como uma forma eficaz de reduzir as perdas econdémicas na cultura. O
objetivo deste trabalho foi selecionar bactérias endofiticas com potencial de
biocontrole da antracnose em frutos de mamao causada por Colletotrichum
brevisporum e caracteriza-las quanto a producdo de biofilme e compostos
volateis in vitro e in vivo no Laboratorio de Microbiologia de Solos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. No primeiro capitulo, foram avaliadas 224 bactérias
previamente testadas quanto a producdo de compostos difusiveis, compostos
volateis, quitinase e inibicdo da germinacdo de conidios. Também foram
observadas em relacdo ao crescimento a 37 °C, producao de biofilme e antibiose
reciproca. Apés esse screening inicial, foram selecionadas 12 bactérias. Dessas,
quatro (768, 794, 898, 929) foram avaliadas em uso combinado, ao qual
denominamos "Mix", quanto ao controle in vivo de Colletotrichum brevisporum
em frutos de maméo e tempo de prateleira. Foram preparados trés Mix
bacterianos, e estes foram comparados ao fungicida em termos de eficacia,
sendo observada diferenca significativa no controle da doenca. O Mix 1 foi
utilizado para avaliar o melhor momento de aplicacdo nos frutos, ou seja,
aplicacao antes, concomitantemente ou ap0s a presenca do patégeno, e nao foi
observada diferenca significativa. Além disso, verificou-se que, além de controlar
0 patdgeno, o Mix 1 aumentou a vida Util dos frutos. Mesmo apo6s 15 dias da
aplicacdo das misturas bacterianas, os frutos permaneceram firmes e
consistentes, diferindo da testemunha que amadureceu completamente em 10
dias. As bactérias foram identificadas como Bacillus spp., Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp. e Chryseobacterium spp. No segundo capitulo, caracterizou-
se o perfil dos compostos volateis produzidos pelas espécies identificadas no
experimento anterior na auséncia e na presenca do patégeno. Também se
avaliou como esses compostos atuaram no controle da antracnose, uma vez que
a producédo de compostos volateis foi observada em todas as bactérias testadas.
Em conclusédo, este estudo identificou bactérias endofiticas produtoras de
biofiilme com potencial para o controle biolégico da antrachose em frutos de
mamao. O Mix bacteriano testado apresentou eficacia comparavel a dos
fungicidas sintéticos, além de aumentar a vida util dos frutos. A caracterizacao
dos compostos volateis produzidos pelas bactérias identificadas e a analise
filogenética multilocus contribuiram para o entendimento dos mecanismos de
acao das bactérias no controle da antracnose. Este estudo fornece informacdes
importantes para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis e seguras para
o controle da antracnose em frutos de mamaéo.

Palavras-chave: Controle biologico; Compostos antimicrobianos, Papaya,
Quorum sensing.



IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF VOLATILE COMPOUNDS
PRODUCED BY ENDOPHYTIC BACTERIA: POTENTIAL BIOCONTROL OF
ANTHRACNOSE IN PAPAYA FRUITS

GENERAL ABSTRACT

Papaya is a tropical fruit highly valued worldwide for its nutritional properties and
sweet flavor. However, anthracnose, caused by several species of
Colletotrichum, represents a major challenge for papaya production, resulting in
significant losses in yield and fruit quality. Chemical control using synthetic
fungicides is widely employed, but concerns arise regarding control efficiency,
residual environmental effects, and public health. Therefore, biological control
using bacteria has been studied as an effective means to reduce economic
losses in the crop. The objective of this study was to select endophytic bacteria
with biocontrol potential against anthracnose in papaya fruits caused by
Colletotrichum brevisporum and to characterize them regarding biofilm and
volatile compound production in vitro and in vivo at the Embrapa Cassava and
Fruits Soil Microbiology Laboratory. In the first chapter, 224 bacteria were
evaluated, previously screened for the production of diffusible compounds,
volatile compounds, chitinase, and conidial germination inhibition. Additionally,
their growth at 37°C, biofilm production, and reciprocal antibiosis were observed.
After this initial screening, 12 bacteria were selected. Among these, four (768,
794, 898, 929) were evaluated in combined use, referred to as "Mix," for in vivo
control of Colletotrichum brevisporum in papaya fruits and shelf life. Three
bacterial Mixtures were prepared and compared to the fungicide in terms of
efficacy, with a significant difference observed in disease control. Mix 1 was used
to assess the best application timing on the fruits, i.e., application before,
concomitant with, or after pathogen presence, and no significant difference was
observed. Furthermore, it was found that, besides controlling the pathogen, Mix 1
extended the shelf life of the fruits. Even 15 days after the application of bacterial
mixtures, the fruits remained firm and consistent, differing from the control, which
fully ripened in 10 days. The bacteria were identified as Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Enterobacter spp. and Chryseobacterium spp. In the second
chapter, the profile of volatile compounds produced by the identified species in
the previous experiment was characterized in the absence and presence of the
pathogen. The effectiveness of these compounds in anthracnose control was
also evaluated since the production of volatile compounds was observed in all
tested bacteria. In conclusion, this study identified endophytic bacteria capable of
biofilm production with potential for biological control of anthracnose in papaya
fruits. The tested bacterial Mix showed comparable efficacy to synthetic
fungicides, besides extending the shelf life of the fruits. The characterization of
volatile compounds produced by the identified bacteria and the multilocus
phylogenetic analysis contributed to understanding the mechanisms of action of
bacteria in anthracnose control. This study provides valuable information for the
development of sustainable and safe strategies for anthracnose control in papaya
fruits.

Keywords: Biological control; Antimicrobial compounds, Papaya,
Quorumsensing.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

O mamao é uma fruta tropical conhecida por seu sabor adocicado e suas
propriedades nutritivas. Amplamente consumido em todo o mundo, o0 maméo é
especialmente popular no Brasil, onde ocupa o terceiro lugar no ranking das
frutas mais consumidas, atras apenas da banana e da laranja. De acordo com a
Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Papaia (BRAPEX), o
Brasil € o segundo maior consumidor de mam&o do mundo, ficando atras
somente da india. Com sua crescente popularidade e importancia econdmica, o
mamao se tornou uma das frutas mais valorizadas no mercado global
(Embrapa,2023).

Embora a cultura do mamoeiro seja de grande importancia, as doencgas que
afetam seus frutos representam um grande obstaculo para a expansdo da
producdo. Em especial, a antracnose, pois compromete consideravelmente a
qualidade dos frutos e leva a perdas na produgéo (Vilaplana,2020).

Varias espécies de Colletotrichum pertencentes aos complexos "acutatum" e
"gloeosporioides” tém sido relatadas como agentes causadores da doenca. No
Brasil, as espécies C. brevisporum, C. truncatum e C. okinawense tém sido
identificadas como causadoras de antracnose em mamoeiros, conforme relatado
por (Vieira et al., 2013; Vieira et al., 2017; Dias et al., 2020).

Em 2022, o mamao foi a sexta fruta mais exportada do Brasil. Foram
comercializadas 39,8 mil toneladas, com faturamento de quase US$ 50 milhdes.
Além disso, 0 mamao é uma das frutas mais exportadas pelo Brasil. Em 2020, o
pais exportou mais de 85 mil toneladas de mamao, principalmente para o0s
paises europeus. No entanto, estima-se que as perdas na producdo de mamao
no pais devido a doencas cheguem a 50% (CEPEA,2023). A antracnose € uma
das principais causas da reducdo na qualidade dos frutos. Destaca-se que o
Colletotrichum spp. recentemente registrados, associado a antracnose em frutas,
pode infectar multiplos hospedeiros, no entanto, algumas espécies podem ser
especificas do hospedeiro. Por meio do uso de diversos marcadores, varias
espécies filogenéticas de Colletotrichum foram identificadas como agente causal
da antracnose (Zakaria,2021).

A infeccé@o por espécies de Colletotrichum spp podem infectar varias partes
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planta, em diferentes estdgios de desenvolvimento, no entanto, a infeccao
durante as fases de pos-colheita ou maturacdo é responsavel por grandes
perdas econdmicas. Devido a formacdo de lesdes deprimidas, com bordos
irregulares e de coloracdo de marrom escuro a preto na superficie do fruto, a
antracnose reduz a qualidade e a comercializagdo do fruto. Para minimizar a
incidéncia da doenca, os exportadores frequentemente utilizam fungicidas
sintéticos, a fim de prolongar a vida pos-colheita dos frutos (Vilaplana et al.,2020;
Zakaria,2021).

Todavia, em virtude da pressdo exercida pelo mercado importador, além
exigéncias e barreiras fitossanitarias rigidas, aumenta a demanda por outros
métodos mais seguros e promissores para o controle de doencas. promover a
seguranca alimentar, ambiental e consequentemente maximizar a cadeia de
exportacao do fruto (Efsa,2023).

Em busca de outros métodos ao controle quimico, surge o controle biolégico
com os estudos foram direcionados para o uso de microrganismos endofiticos,
especialmente bactérias produtoras de biofilme. O controle biolégico (CB) é uma
importante estratégia de manejo para doencas flungicas. Baseia-se na utilizacao
de microrganismos vivos como bactérias endofiticas para reduzir e/ou manter a
populacdo de um fitopatogeno abaixo dos niveis que causam perdas
econdmicas, além de infimos efeitos residuais ao ambiente e aos consumidores
(Cuthbert et al.,2018).

Estas bactérias colonizam o interior das plantas sem causar doencas e séo
capazes de produzir compostos que promovem promocdo do crescimento
vegetal, e ainda na protecao contra fitopatégenos (Santos et al.,2021).

A capacidade de atuacdo de um agente de controle de doencas deve-se a
uma variedade de mecanismos de acdo Lanna Filho et al. (2010), dentre esses a
competi¢cdo por nutrientes e espaco. Wang et al. (2021); a inducao de resisténcia
Araujo e Meneses. (2009); Chalfoun et al. (2011), a antibiose. Louzada et al.
(2009), ocorréncia de parasitismo Klein et al. (2013), producdo de compostos
antimicrobianos difusiveis e volateis ASARI et al., (2016), producéo de quitinases
(Spadaro, Droby,2016), além da associacéo de biofilme (BAIS et al.,2009).

As bactérias sdo excepcionais na producdo de varias substancias compostos
organicos volateis (COVs). Sao substancias produzidas por microrganismos que

permitem a comunicagdo com outros organismos, sejam eles da mesma espécie
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ou de espécies diferentes. Essa comunicagcdo ocorre por meio de vias de
sinalizacao inter e intracelular, sendo que os COVs podem ser liberados para o
ambiente externo ou permanecer dentro das células produtoras (Schalchli et
al.,2016).

Esses compostos sdo capazes de desencadear respostas fisioldgicas e
comportamentais em outros organismos, e podem ter papel importante na
adaptacdo e sobrevivéncia dos microrganismos em diferentes ambientes.
Ademais os COVs sdo moléculas chave para o entendimento da do biocontrole
bacteriano (Chandrasekaran; Paramasivan; Sahayarayan,2022).

O biofilme, por sua vez, € um fendmeno natural no qual as bactérias
crescem em associacdo com outras bactérias e/ou superficies e interfaces.
Trata-se de comunidades de células estruturadas que se aderem a superficies
bidticas ou abioticas e formam uma matriz polimérica extracelular (Watnick;
Kolter,1998), por meio do quérum sensing, e tem sido estudado em virtude do
seu efeito no biocontrole quando associado aos mecanismos de acdo dos
agentes bacterianos (Rafique et al.,2015).

Embora os mecanismos de agcdo expressados dos agentes de biocontrole
sejam distintos, é possivel que um mesmo microrganismo apresente mais de um
recurso, o que aumenta a eficacia no controle de doencas. E desejavel que os
antagonistas selecionados possuissem mais de uma estratégia de acdo, para
vislumbrar maiores chances de sucesso no controle (Bettiol; Ghini,1995).

A utilizacdo de bactérias como agentes de biocontrole com esta capacidade
de adesado tem se mostrado um método promissor. Sao capazes de colonizar as
superficies dos frutos, competir com o patégeno e produzir substancias que
inibem o crescimento do agente causal da antracnose em frutos de mamaéo,
resultando em controle com mesma eficiéncia do que fungicida (Santos et al.,
2021).

Varios microrganismos antagonistas tém sido recomendados para uso em
campos antes da colheita com a finalidade de proteger o cultivo pds-colheita
(Beneduzi, Ambrosini, Passaglia,2012; Bahadou et al.,2023). Yu, Lee (2015)
demonstraram que a bactéria Pseudomonas putida inibiu a germinagdo de
esporos de Penicillium digitatum devido a disponibilidade de nutrientes do
hospedeiro. Outras bactérias inibiram diferentes fungos fitopatogénicos,

como Pseudomonas syringae, Pantoeaagglomeransno Controle biolégico (CB)
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de patogenos pos-colheita em frutos de maca (Kim, Balaraju, Jeon,
2016). Pseudomonas fluorescens em tangerina (Thokchom et al.,2017)
e Bacillus megaterium na podridao anelar da macieira (Chen et al.,2016).

Lopes et al. (2015) avaliaram a eficacia de diferentes microrganismos
antagonistas no controle de Colletotrichum acutatum em frutas citricas e
encontraram resultados promissores. Silva, De Costa (2014) avaliaram o
potencial de Burkholderia spinosa em banana (Musa spp.). Camanas et
al. (2008) avaliaram a eficiéncia de diferentes formulagcbes da bactéria
antagonista Pantoea agglomerans com para controle de doencas pos-colheita
em frutas citricas contra Penicillium digitatum na pdés-colheita.

Produtos comerciais a base de microrganismos, como Bacillus spp, tém sido
registrados no Brasil para o controle da antracnose causada por Colletotrichum
spp. em diversas culturas. As bactérias apresentam diversos mecanismos
antagbnicos em relacdo aos fungos fitopatdgenos, notadamente competicdo por
espaco e nutrientes, enzimas hidroliticas, inducdo de resisténcia, sintese de
compostos  volateis e  biofimes (Safdarpour, Khodakaramian,2018;
Dukare,2019).

O uso de bactérias como agentes de biocontrole tem sido muito
importante no manejo integrado de cultivos, onde se destaca seu valor como

controle pos-colheita de doencas fungicas.

2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do mamao

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta herbacea perene
pertencente a familia Caricaceae e originaria da América tropical (Manica, 2006).
Por ser adaptada ao clima dessa regido, apresenta uma grande diversidade
genética, talvez devido ao seu centro de origem estar localizado na Bacia
Amazobnica Superior, mais especificamente na regido noroeste da América do
Sul, conforme apontado por (Saloméo, 2007).

A cultura é amplamente difundida no Brasil, onde sé&o cultivadas diversas
variedades, como a Formosa, a Tainung, a Papaia e a Havai. A variedade mais

consumida pelo mercado interno pertence ao grupo Formosa, enquanto a Havai
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€ a mais exportada. A importancia econ6mica do cultivo do mamao é
significativa, tanto para o Brasil quanto para o mundo, uma vez que é uma fruta
muito demandada em diversos mercados internacionais (Cepea, 2023).

De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, o Brasil exportou mais de 85 mil toneladas de mamé&o em 2020,
com faturamento de quase US$ 100 milhdes. Além disso, a producédo de maméo
€ importante para a geracdo de empregos e para a diversificacdo da agricultura
brasileira. Em um contexto global, 0 mamao é uma das frutas mais consumidas
no mundo, com destaque para a demanda crescente em paises como China e
india (Incaper, 2023).

O Brasil € o segundo maior produtor da fruta no mundo, ficando atras
apenas da india (Fao, 2021). O mamoeiro é cultivado em praticamente todo
territério nacional, entretanto, a Bahia é o estado que lidera, sendo responsavel
por cerca de 40% da producéo total no pais. Em seguida, vem o Espirito Santo,
com aproximadamente 30% da producéo, e Minas Gerais, com cerca de 10%.
Os demais estados sdo responsaveis por 20% (Incaper, 2023).

Em relacdo a receita gerada, em dados especificos disponiveis para o
mamao, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
o valor bruto da producao (VBP) da fruta em 2020 foi de R$ 34,3 bilhdes.

O Brasil é atualmente o maior exportador de mamado do mundo.
Aproximadamente 16,5% da producéo nacional foi destinada a exportacdo. A
discrepancia entre a produtividade e a exportacdo € decorrente de problemas
fitossanitarios, condi¢cdes climaticas desfavoraveis, inadequadas durante a
colheita e pés-colheita, entre outros fatores (Mapa, 2023).

A Unido Europeia (UE) € um mercado importante para as frutas tropicais
exportadas pelo Brasil, principalmente o mamao. No entanto, as barreiras
fitossanitarias impostas pela UE séo rigidas, especialmente em relagdo ao uso
de agrotoxicos. O bloco europeu possui um sistema rigoroso de controle de
residuos de agrotoxicos em produtos importados, 0 que pode representar um
desafio para os produtores brasileiros. Apesar disso, a demanda por frutas
tropicais no mercado europeu tem aumentado nos Uultimos anos, e a
diversificacdo de mercados continua sendo uma estratégia importante para 0s
produtores brasileiros (Efsa, 2023).

Entre as doencas que acometem 0 mamao, a antracnose € uma das mais
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preocupantes e pode causar perdas significativas na producdo e na qualidade
dos frutos. Estima-se que as perdas na agricultura brasileira causadas por
doencas de plantas mudaram de 10% a 30% da producéo total, comprometendo
a qualidade final do produto e consequentemente a comercializacdo (Marques et
al., 2019).

2.1 A antrachose no mamoeiro

A antracnose € um dos problemas fitossanitarios responsaveis por perdas
expressivas na producdo de mamio. E uma doenca flingica pds-colheita
geralmente associada ao Colletotrichum gloesporioides, teleomorfo Glomerella
cingulata (Dantas, 2003). Segundo Oliveira et al. (2000), a antracnose é uma
doenca que ocorre frequentemente em regides produtoras de frutas em todo o
mundo, e seus sintomas se manifestam em frutos maduros durante as fases de
embalagem, transporte, amadurecimento e comercializacdo. Esse problema é
considerado um dos fatores que limitam a produtividade e a exportacdo desses
frutos ( Vilaplana, 2020).

Embora a antracnose seja de suma importancia na fase pos-colheita, a
infeccdo inicia-se geralmente no campo, ocorrendo normalmente apds a
floracdo, favorecida pelas condi¢cbes climéaticas das regides produtoras,
resultante da entrada do patégeno direta ou indiretamente por fissuras naturais
e/ou por injurias mecanicas provocadas durante a colheita, transporte e
armazenamento (Fischer et al., 2017).

A antracnose produz lesGes deprimidas, com coloracdo escurecida com
bordas marrom-claro irregulares nos frutos de mamao. Apos a infeccao, muitos
patdgenos da antracnose adotam quiescéncia ou laténcia, o que é comum em
patdbgenos que causam doencas pos-colheita, incluindo Colletotrichum spp.
Durante o periodo de laténcia, os patdgenos da antrachose permanecem
dormentes nos tecidos do hospedeiro até que as condicbes ambientais e a
fisiologia do hospedeiro sejam propicias para sua reativacdo e posterior
desenvolvimento. Geralmente na pés-colheita, durante o periodo de
armazenamento e vida Gtil dos frutos (De Andrade; Vieira, 2016; Kuhlcamp et al.,
2022).

Os patogenos da antracnose infectam ndo apenas frutas, mas também
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outros 6rgaos da planta, incluindo folhas, flores, galhos e galhos. Os conidios e
esporos formados nesses tecidos infectados sdo posteriormente liberados e
dispersos em dias chuvosos por meio de respingos de agua ou em periodos de
alta umidade, tornando-se o indculo primario para a infeccdo dos frutos na fase
pré-colheita (Fitzel, Peak, 1984).

Os conidios do fungo aderem a superficie das plantas onde germinam e
desenvolvem um tubo germinativo e, na sua extremidade, € formado um
apressorio. Essas estruturas aderem a cuticula da planta hospedeira e
produzem enzimas que s&o importantes para sinalizar, aderir e enfraquecer a
parede celular da planta. Esse processo ocorre porgue 0 apressorio se torna
melanizado e secreta enzimas hidroliticas, incluindo pectinases (Perfect et al.,
1999).

A antracnose possui como caracteristica marcante a ocorréncia de lesées
necroticas grandes e arredondadas nos frutos, com bordas suspensas e uma
leve depressdo no centro das lesbes, onde € possivel observar massas de
esporos de cor roseo-alaranjado. No interior do tecido afetado, apresenta-se
firme e com coloracgdo branca-acinzentada, tornando-se marrom posteriormente.
Pequenas lesdes individuais podem se fundir para produzir lesées maiores, que
se espalham por toda a superficie do fruto, podendo penetrar na polpa e causar
a podriddo-mole, tornando o fruto invidvel para consumo humano (Embrapa,
2009; Moura et al., 2013; Cordeiro et al., 2016).

As espécies de Colletotrichum spp. podem ser diferenciadas e
classificadas em complexos e grupos de espécies. Sdo diferenciadas com base
em varias caracteristicas, incluindo morfologia, biologia molecular e sequéncias
genéticas. A morfologia inclui caracteristicas macroscopicas, como cor, textura e
tamanho das col6nias, e caracteristicas microscopicas, como tamanho, forma e
namero de conidios e apressorios. A biologia molecular envolve a analise do
DNA, incluindo sequenciamento de genes especificos, como o ITS (espacador
transcrito interno) e o gene da B-tubulina, bem como a anéalise de marcadores de
DNA como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Talhinhas; Baroncelli, 2021).

O ciclo da antracnose é iniciado no processo de disseminacdo, a forma
ativa da doenca se da na germinacao dos esporos e na penetracao das hifas no

tecido do hospedeiro, por meio de injurias mecanicas, fisicas, fatores extrinsecos
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ou pelo manejo. Os principais agentes sdo 0s respingos de agua da chuva e
insetos, que promovem a dispersdo dos conidios presentes no micélio dos

tecidos doentes para as novas brotacdes (Blood et al., 2020).(Figural).

Conidios
setas JEENIN

X -
Fase necrotréfica

Dispersao de conidios 1 ]
como indculo no solo demais 3 ’L N# y
partes da planta e fruto. ) —
) o Sintomas da antranose

Em condigdes ideiais
Retoma o desenvolvimento

Figura 1. Ciclo da antracnose do mamoeiro causada por Colletotrichum spp.
(llustracdo: Laryssa Andrade).

2.2 Controle quimico

O controle da antracnose no mamao em pré-colheita é realizado
frequentemente por meio da aplicacdo de fungicidas, pela eficacia, baixo custo e
facilidade de aplicabilidade. No entanto, 0 uso dessas substancias representa
um sério risco para a saude humana e para o meio ambiente, tanto pelo efeito
residual no ser humano quanto pelos efeitos poluentes no solo e na agua
(Valenzuela et al., 2015).
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No Brasil, existem diversos produtos comerciais a base de fungicidas
sintéticos liberados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para o
controle da antracnose no mamoeiro, como o clorotalonil, o difenoconazol, o
azoxistrobina e o tebuconazol (Agrofit, 2023).

O uso de um fungicida é um componente critico no MIP (Manejo
Integrado de Pragas) para prevencdo e controle de doencas. No entanto, seu
uso indevido, bem como tratamentos consecutivos a base de substancias com
0S mesmos mecanismos de acgdo, tem sido relacionado a diminuicdo da
sensibilidade de patdgenos e ao surgimento de cepas resistentes. Além disso, a
aplicacdo rotativa de diferentes classes de fungicidas pode resultar em
resisténcia multipla a fungicidas (Chechi et al., 2019; Hu et al., 2015).

Entre as espécies de Colletotrichum relatadas com mutacdes que
costumam conferir resisténcia a classe de fungicidas metil-benzimidazol-
carbamato (MBC), que sdo uma classe de fungicidas sistémicos de amplo
espectro utilizados no controle de doencas fangicas como a antracnose, incluem
C. gloeosporioides, C. siamense, C. truncatum, C. cereale, C. fructicola, C.
acutatum e C. musae (Cortaga et al., 2023).

Para o controle da antracnose em cultivo de mamao no Brasil, alguns dos
fungicidas mais utilizados incluem: azoxistrobina + ciproconazol, clorotalonil,
piraclostrobina + metominostrobin, triazéis (como o difenoconazol, propiconazol
e tebuconazol). Para o tratamento pos-colheita, a maioria dos fungicidas
utilizados para o controle da antracnose em mamao € a base de tiabendazol. O
tiabendazol € um fungicida que possui ac¢édo sistémica e atua na prevencao e
controle de varias doencas fungicas, incluindo a antracnose. No entanto, 0 uso
de tiabendazol em pés-colheita tem sido objeto de discussGes devido a
preocupacdes sobre a seguranca alimentar e a possibilidade de residuos nos
frutos (Mapa, 2023; Agrofit, 2023).

A utilizacdo de fungicidas na pés-colheita do maméo é condicionada pelo
destino dos frutos, com base em requisitos de qualidade impostos pelos
mercados interno e externo. No caso do consumo nacional, a aplicacdo de
fungicidas sintéticos € comum, muitas vezes realizada sem critérios técnicos,
com o objetivo de minimizar problemas fitossanitarios. Ja para a exportacdo, ha
uma necessidade de cumprir padrbes de qualidade alcancados pelos

compradores, experimentando a certificacdo dos frutos (Santos et al., 2021).
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Recentemente, varios governos introduziram regulamentos sobre o uso
de produtos fitossanitarios no setor agroalimentar e a presenca de residuos
quimicos em produtos (residuos de nivel maximo, MLR), como a diretiva
europeia 2009/128/CE, deliberada com o objetivo de mitigar os efeitos adversos
das praticas agricolas e promover a implementacdo de abordagens mais
seguras na Unido Europeia. Como consequéncia, alguns fungicidas usados para
neutralizar Colletotrichum spp. foram banidos (Lokare, Fatima; Jogdale, 2021).

Da mesma forma, o procloraz, eficaz na prevengao da fitopatologia em
manga e abacate (Diskin et al., 2019; Shimshoni et al., 2020), foi recentemente
listado como um poluente prioritario pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA (EPA) devido a seus supostos efeitos carcinogénicos.

As exportagbes de maméo brasileiro apresentaram uma queda em
relacdo ao recorde alcancado em 2021. Segundo dados da Secex, em 2022,
foram exportadas 36,8 mil toneladas, o que representa uma reducao de 20% em
comparagdo com o mesmo periodo do ano anterior. A redugcdo € atribuida
principalmente a baixa oferta nacional, devido as perdas por doengas, e ao uso
de fungicidas que nado sdo permitidos pelo mercado exportador (Cepea, 2023).

O mecanismo de ac¢éo dos ativos utilizados para o controle da antracnose
no mamoeiro pode variar dependendo do grupo quimico. Alguns ativos podem
atuar por contato, como o clorotalonil que atua como um protetor, formando uma
barreira na superficie da planta e impedindo a penetracdo do fungo nas células
hospedeiras, além de inibir a germinacdo dos esporos e o crescimento do
micélio do fungo (Batista et al., 2017).

Ja o difenoconazol e o tebuconazol séo fungicidas do grupo dos triazéis,
atuam inibindo a biossintese do ergosterol, um componente essencial da
membrana celular dos fungos, levando a sua morte por fim. A azoxistrobina atua
na inibicdo da respiragdo no complexo lll, citocromo bcl, interferindo na sintese
de ATP (Batista et al., 2017).

Diante desse cenario, € fundamental desenvolver pesquisas que visem a
reducdo e/ou substituicdo desses produtos tdxicos, como é o caso da producéo
integrada que utiliza outros métodos para o controle de doengas. Uma das
estratégias utilizadas no manejo de frutos € a combinagdo de fungicidas em

concentracfes mais baixas, juntamente com outros métodos. Essa abordagem



23

pode reduzir a exposi¢do a produtos quimicos.

A Unido Europeia é o principal mercado importador de mamao do Brasil e
possui regras rigidas quanto ao uso de agrotoxicos (EFSA, 2023). Por isso, &
importante que os produtores brasileiros se adequem as exigéncias do mercado
europeu. Além disso, existem outras formas de controle da antracnose no

mamoeiro, como a utilizacdo de fungicidas biologicos a base de Bacillus spp.

2.4 Compostos organicos volateis (COVs)

Os Compostos Organicos Volateis (COVs) sao substancias produzidas
por microrganismos, especialmente por bactérias. Essa classe de compostos
permite que 0 microrganismo se comunique com outros por vias de sinalizacéo
inter e intracelular. Os COVs possuem eficacia potencial para utilizagcdo néo
apenas em condicbes de campo, mas também em pés-colheita e
armazenamento (Chandrasekaran; Paramasivan; Sahayarayan, 2022).

Os COVs nao apenas controlam os fitopatbgenos, mas também
aumentam a taxa de sobrevivéncia dos microrganismos, removendo potenciais
competidores por nutrientes, como os fitopatégenos. Guerrero et al. (2011)
mostraram a natureza antifingica de COVs produzidos por 12 isolados de
espécies de Pseudomonas e seu potencial uso no biocontrole de fungos
fitopatogénicos, como o Sclerotinia sclerotiorum. Da mesma forma, os COVs de
duas cepas de Bacillus sp. endofiticos reduziram significativamente o peso e o
namero de esclerodios de S. sclerotiorum a longo prazo (Spadaro; Droby, 2016).

Seidl et al. (2008) confirmaram que isolados rizobacterianos de P.
fluorescens, P. trivialis, Serratia plymuthica, S. odorifera, Stenotrophomonas
maltophilia e S. rhizophila produziram um grupo de COVs e inibiram o
crescimento de Rhizoctonia solani. Da mesma forma, B. subtilis produziu COVs
como benzaldeido, nonanal, benzotiazol e acetofenona, que atuaram contra o
agente causador da podriddo anelar da batata, Clavibacter michiganensis subp.
sepedonicus, reduzindo o tamanho de suas colbnias e causando outras
anormalidades nas células (Rajer et al., 2017).

Além disso, em uma mistura de 30 COVs, o tridecano mostrou-se eficaz
contra P. syringae pv. maculicola estirpe ES4326 via mecanismo de inducao de

Resposta Sistémica Induzida (ISR) (Kobayashi, lwano, 2012). A resisténcia
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sistémica induzida (ISR) é um importante mecanismo de defesa ativado quando
a planta entra em contato com determinadas substancias, como o tridecano, que
estimulam a ativacdo de mecanismos de defesa, tornando-a mais resistente a
esse patdégeno especifico.

Ja a acetoina, produzida por B. subtilis, também desempenhou papel
significativo ao induzir resisténcia sisttmica em Arabidopsis thaliana contra P.
syringae, por meio da ativacdo da via de sinalizacdo acido salicilico (SA)
(Kaufmann et al.,, 2017). A resisténcia sistémica adquirida, nesse caso, foi
observada apds o contato direto da planta com o patégeno, desencadeando uma
resposta de defesa mais ampla e duradoura contra o patégeno.

Adicionalmente, em plantas de milho, os mesmos COVs de Enterobacter
aerogenes induziram resisténcia contra o fungo Setosphaeria turcica (Haggag,
Timmusk, 2008). Novamente, mecanismos de defesa especificos da planta
foram ativados por meio da ISR contra o agente patogénico, proporcionando
protecdo contra futuras infestacées.

Assim sendo, tanto a resisténcia sistémica adquirida quanto a resisténcia
sistémica induzida desempenham papéis cruciais na defesa das plantas contra
patdgenos especificos. A resisténcia adquirida ocorre apos o contato direto com
o patégeno, conferindo protecdo de longo prazo, enquanto a resisténcia induzida
€ ativada por estimulos externos, desencadeando uma resposta de defesa
imediata.

A interacdo microbiana desempenha um papel importante dentro e fora da
interacdo do reino, devido a uma variedade de compostos e metabdlitos
secundarios liberados por varios microrganismos. As varias funcbes dos COVs
correspondem a modulacdo das interacfes microrganismo-microrganismo e
microrganismo-planta por meio de moléculas de sinalizagdo, que regulam os
principais processos fisiolégicos (Goudjal et al., 2014; Chenniappan et al., 2018).
Os COVs produzidos pertencem a varias classes (cetonas, alcoois, pirazinas,
alcenos, sulfetos, benzenoides, terpenos, dentre outros).

Os organismos microbianos comunicantes podem desenvolver o controle
fisiologico para a percepcgéo e tolerancia dos COVs. Assim, esses compostos
atuam como mediadores de respiragdo ecologica, tanto intraespecificas como
interespecificas. Isso ocorre porque a producdo de COVs é influenciada por

varios fatores, como o estagio de crescimento microbiano, disponibilidade de
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nutrientes, umidade, pH, temperatura, entre outros (Cuthbert et al., 2018).

Vérios estudos sugerem que os COVs podem inibir diferentes tipos de
fitopatdgenos e sédo considerados uma alternativa vital aos defensivos. Esses
compostos ndo apenas controlam os fitopatbgenos, mas também aumentam a
taxa de sobrevivéncia dos microrganismos, removendo potenciais competidores,
ou seja, fitopatdogenos, por nutrientes. Fernando et al. (2005) mostraram a
natureza antifingica de COVs produzidos por 12 isolados de espécies de
Pseudomonas e seu potencial uso no biocontrole de fungos fitopatogénicos,
como Sclerotinia sclerotiorum.

Da mesma forma, duas cepas endofiticas de Bacillus sp. reduziram
significativamente o peso e o numero de estruturas vegetativas de sobrevivéncia
a longo prazo (esclerddios) de S. sclerotiorum (Massawe et al., 2018). Além
disso, estudos in vitro e in vivo sobre COVs 2-undecanone, 2-tridecanone e
heptadecane de B. amyloliquefaciens ndo apenas mostraram atividades de
biocontrole (inibicdo da motilidade, formacdo de biofilme e colonizacdo de
raizes) contra o patdgeno da murcha do tomate Ralstonia solanacearum, mas
também aumentaram o estresse oxidativo (Raza et al., 2016a; Raza et al.,
2016b). COVs como 1,3 pentadieno, acetoina e tiofeno produzidos por B.
amyloliguefaciens foram eficazes no controle pds-colheita e durante o
armazenamento de Monilinia laxa e M. fructicola no cultivo de cerejas, bem
como durante seu armazenamento (Gotor-Vila et al., 2017).

Em condicbes de campo, tem sido verificada a eficacia dos COVs
bacterianos contra doencas bacterianas, como € o caso do 3-pentanol emitido
por B. amyloliquefaciens, que aumenta a resisténcia das plantas de pimenta
contra a mancha bacteriana (X. axonopodis pv. vesicatoria) por vias de
sinalizacdo acido salicilico (AS) e Jasmonato (JA) (Choi et al., 2014). Além disso,
em uma mistura de 30 COVs, o tridecano mostrou-se eficaz contra P. syringae
pv. maculicola estirpe ES4326 via mecanismo de inducdo de resisténcia
sistémica (Lee et al., 2012).

Os organismos, sejam eles macro ou microscopicos, possuem a
capacidade de desenvolver mecanismos fisioldégicos para perceber e tolerar os
COVs. Sendo assim, tais compostos desempenham um papel importante como
mediadores ecoldgicos, tanto intra como interespecificas, abrangendo desde a

comunicacao entre microrganismos até a interacdo entre diferentes dominios.
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2.5 Biofilme bacteriano

Biofilmes s&@o populagfes bacterianas da mesma ou de distintas espécies
gue formam estruturas tridimensionais complexas, compostas por comunidades
de células bacterianas envoltas em matriz aderidas a uma superficie bidtica ou
abidtica (Costerton, 1999).

Outra abordagem promissora para o controle de patégenos em plantas
envolve a combinacdo de microrganismos benéficos. Essa estratégia tem sido
estudada como um método eficaz no controle de doencas fitopatogénicas e pode
contribuir para o fortalecimento da resisténcia das plantas contra esses
patégenos (Rastogi et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que algumas bactérias benéficas tém a
capacidade de induzir respostas de defesa nas plantas por meio da ativacao de
diferentes vias de sinalizacdo (Czerepinska; Gundel, 2021). A interacao
bacteriana pode ativar a sintese de compostos de defesa, como fitoalexinas e
proteinas de resisténcia, conferindo as plantas uma resposta mais rapida e
eficiente contra os patdégenos.

Além disso, a combinacdo de microrganismos benéficos pode levar a
formacao de biofilmes especificos nas plantas, o que pode aumentar ainda mais
a capacidade de protecdo contra patégenos (Vega-Aristizabal et al., 2021). Os
biofiimes formados pelas bactérias benéficas podem servir como uma barreira
fisica contra a colonizacéo de patégenos na superficie dos frutos.

Durante a formacéo do biofilme, as células transitam de um estilo de vida
movel para um estilo de vida séssil, interagindo com uma superficie e iniciando a
producdo de uma matriz extracelular que as mantém unidas e fixadas a
superficie (Costerton, 1999). Portanto, as células que formam biofilmes séo
referidas como células sésseis, ja as células livres ndo envoltas sdo chamadas
de planctbnicas (Marshall, 2006).

Comparado ao estilo de vida planctdnico, o estilo de vida do biofilme
confere varios beneficios as células integradoras, como prote¢céo contra agentes
antimicrobianos e predadores, tolerancia a mudancas nas condi¢cdes ambientais
e aptiddes de colonizacéo (Yin et al., 2019). Sua formacéo € desencadeada por

condicBes externas desfavoraveis, resultantes de modificagbes na expressdo
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génica, por meio do quérum sensing (Dotto et al., 2017).

A formacdo de biofilmes bacterianos envolve nove etapas basicas
sequenciais. Na primeira etapa, as células bacterianas planctonicas aderem a
uma superficie sélida através de forcas de van der Waals, forgas hidrofébicas e
forca eletrostatica em meio aquoso. Na segunda etapa, ocorre a multiplicacdo
celular e a producdo de matriz polimérica exopolissacarideos pelos
microrganismos secundarios, favorecendo a adesédo das microcolénias. Nessa
fase, a adesdo é irreversivel (Natress, 2014).

A terceira etapa envolve a preparagcdao de estruturas de alta
complexidade, seguida pela formacdo de um biofilme mais elaborado contendo
canais para fluxo de nutrientes e excrecdes. A disseminacdo celular e a
colonizacdo subsequente de outras superficies ocorrem na quinta etapa. Na
sexta etapa, h& sinalizacdo molecular célula/célula - Quorum Sensing. Na sétima
etapa, ocorre o transporte de substratos para dentro do biofilme, seguido pelo
metabolismo das células aplicadas ao biofilme e transporte de produtos para fora
do biofilme na oitava etapa. Finalmente, na nona etapa, o biofiime pode ser
desagregado (Natress, 2014).

Quorum sensing € um processo de comunicacdo celular utilizado por
muitas funcbes. Envolve a producdo, liberacdo e deteccdo de moléculas
sinalizadoras especificas, chamadas autoindutoras, que se acumulam no
ambiente e, quando atingem uma concentragcao critica, ativam a expressao de
genes envolvidos em comportamentos coletivos, como a producao de biofilmes,
mecanismos de biocontrole, producdo de enzimas, entre outros. Esse processo
€ importante para a sobrevivéncia e adaptagdo das bactérias em ambientes
ecolégicos, bem como para o sucesso do biocontrole (Mukherjee, Bassler,
2019).

Todavia, a formacdo de biofilme bacteriano € uma caracteristica
importante que pode contribuir para o sucesso do biocontrole de fitopatogenos
(Santos et al., 2021). Muitas bactérias diferentes formam biofilmes, mas o
género Pseudomonas esta entre os mais estudados por varios motivos: (1)
abriga espécies com capacidade de colonizar uma grande variedade de
ambientes devido a alta versatilidade metabdlica e fisiol6gica encontrada nesse
grupo de microrganismos, (2) tem relevancia ecologica devido as suas

interacbes com organismos vivos, e (3) tem aplicagcbes biotecnoldgicas
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potenciais (Silby et al., 2011).

A formacéo de biofilme por Pseudomonas benéficas associadas a plantas
desempenham papéis vantajosos tanto para a planta quanto para a bactéria. Por
um lado, eles podem aumentar o rendimento da planta, melhorando a absorcéo
de minerais e a produgao de fitohormonios, induzindo a supressdo competitiva
de patdégenos e desencadeando resisténcia sistémica induzida pela planta. Além
disso, esses biofilmes permitem a fixacdo das células a uma fonte de nutrientes
e conferem protecdo contra as defesas das plantas e flutuagdes ambientais
(Danhorn, Fuqua, 2007; Rudrappa, Biedrzycki, Bais, 2008; Bogino et al., 2013).

Em particular, as espécies P. fluorescens e Pseudomonas chlororaphis se
destacam devido ao seu potencial uso como agentes de biocontrole, pois
frequentemente contribuem para a salde das plantas, exercendo atividades
antagonistas contra patdogenos (Ganeshan; Manoj Kumar, 2005; Cazorla et al.,
2006; Anderson; Kim, 2020). Fendtipos ligados a formacéo de biofilme também
foram observados para favorecer as interacdes bactéria-planta e a atividade de
biocontrole de espécies de Pseudomonas putida e P. chlororaphis (Sun et al.,
2017; Heredia-Ponce et al., 2021).

No contexto de bactérias benéficas associadas a plantas, o Bacillus
subtilis, uma bactéria Gram-positiva que atua como agente de biocontrole de
diversos fitopatégenos, requer a producdo de componentes da matriz
extracelular envolvidos na formacédo do biofilme, como os codificados por tapA-
SipW operons tasA e epsA-O, para a colonizacdo das raizes das plantas e para
conferir protecéo as plantas (Chen et al., 2013).

Bais et al. (2009) realizaram um estudo utilizando um isolado de Bacillus
subtilis previamente selecionado como agente antagdnico de Pseudomonas
syringae em Arabidopsis. Observaram que a formacéo de biofilme pela cepa de
B. subtilis dependia da producdo de surfactina. Quando mutantes deficientes na
producdo de surfactina foram testados contra Pseudomonas syringae, a cepa
mutante ndo forneceu protecdo a planta e evoluiu em niveis elevados da
bactéria fitopatogénica, semelhantes as plantas inoculadas com a bactéria
fitopatogénica. Assim, concluiram que a formagao do biofilme esta diretamente
relacionada ao biocontrole apresentado pelo B. subtilis.

Santos et al. (2021) avaliaram a capacidade de bactérias epifiticas

formadoras de biofilme em controlar a antracnose nesses frutos. Observaram
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gue o uso combinado de bactérias reduziu significativamente o desenvolvimento
da doenca em frutos de mamoeiro, uma reducdo de cerca de 97% da
antracnose.

Ja Nie et al. (2022) avaliaram o efeito do tratamento com trés cepas de
Bacillus amyloliquefaciens em vinhas cultivadas no campo. Baseado nos
mecanismos de acdo e na compatibilidade entre os isolados, misturas
compostas por trés bactérias foram elaboradas. A cepa TS-45, em particular,
apresentou controle quase completo da infeccdo de bagas em videiras,
evidenciando o potencial da bactéria como agente de biocontrole eficaz da
antracnose da videira.

Devido as perdas ocasionadas por doencas pré e poés-colheita, é
fundamental investigar o papel do biofilme na acdo dos agentes de controle
biolégico. O controle biol6gico € uma estratégia que utiliza microrganismos
benéficos para suprimir a populacdo de fitopatbgenos, reduzindo assim as
doencas em culturas agricolas. Esses agentes benéficos podem ser aplicados
diretamente nas plantas ou no solo, visando proteger as culturas de forma
sustentavel e ambientalmente amigéavel.

O biofilme, com sua capacidade de formar estruturas tridimensionais
complexas, oferece um ambiente propicio para a interagdo entre 0s
microrganismos benéficos e as plantas. Ao formar biofilmes nas superficies das
plantas, como os frutos, os agentes de controle bioldégico podem estabelecer
uma relacao simbiotica, proporcionando uma barreira fisica contra a colonizagéo
de fitopatdgenos, a0 mesmo tempo em que ativam respostas de defesa nas
plantas hospedeiras.

Portanto, compreender o papel do biofilme na acdo dos agentes de
controle biolégico é essencial para aprimorar as estratégias de controle de
doencas nas culturas agricolas. Esse conhecimento pode abrir novas
perspectivas no desenvolvimento de produtos e tecnologias que promovam uma
agricultura mais sustentavel, com menor dependéncia de agroquimicos, e

beneficios para a saude humana e o meio ambiente.
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BIOPROTECAO DE FRUTOS DE MAMAO A ANTRACNOSE COM USO
COMBINADO DE BACTERIAS ENDOFITICAS

RESUMO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar o controle da antracnose em frutos de
mamao por meio da aplicacdo de bactérias endofiticas, que sdo causadas por
Colletotrichum brevisporum nos frutos de maméao, bem como analisar o tempo
de prateleira. Das 224 bactérias presentes na colecdo do Laboratorio de
Microbiologia do Solo da Embrapa Mandioca e Fruticultura, apenas 12 delas néo
apresentaram crescimento a 37°C. As bactérias foram caracterizadas com base
nos mecanismos de agéo sobre C. brevisporum. Com base nesses mecanismos
de acdo e na compatibilidade entre os isolados, foram elaborados "Mixes"
compostos por trés bactérias, sendo eles: "Mix 1 (794, 898, 929)", "Mix 2 (768,
794, 929)" e "Mix 3 (794, 898, 768)". Eles foram ajustados para uma
concentracdo de 108 UFC mL-1 nos frutos, aplicados de forma preventiva,
concomitante e curativa. Todos os "Mixes" reduziram significativamente a
antracnose nos frutos em comparacéao ao controle (apenas C. brevisporum). Os
"Mixes" 1, 3 e 2 reduziram a doenca em até 49,34%, 35,25% e 33,34%,
respectivamente. Em relacdo ao controle quimico, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos. O "Mix" 1 foi aplicado em frutos
inteiros, e sua eficacia de tratamento foi comparada ao fungicida sintético Nativo
(Trifloxistrobina 100 g/L | Tebuconazol 200 g/L) (antes, durante e
concomitantemente), sem diferenca significativa. Os "Mixes" bacterianos nao
diferiram significativamente do fungicida, que alcancou niveis de reducdo da
doenca superiores a 96%. O "Mix" 1 reduziu a severidade da antracnose em
mais de 89%. Além disso, verificou-se que o "Mix" 1 aumentou a vida util dos
frutos. Mesmo apos 15 dias da aplicagcdo das misturas bacterianas, os frutos
permaneceram firmes e consistentes, diferindo da testemunha que amadureceu
completamente em 10 dias. As bactérias foram identificadas como (Bacilus spp.,
Pseudomonas spp., Enterobacter spp. e Chryseobacterium spp).

Palavras-chave: C. brevisporum, biocompostos volateis, bioprotecdo de frutos,
mix bacteriano.
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BIOPROTECTION OF PAPAYA FRUITS AGAINST ANTHRACNOSE USING A
COMBINED APPROACH OF ENDOFITIC BACTERIA

GENERAL ABSTRACT

This study aimed to evaluate the control of anthracnose in papaya fruits through
the application of endophytic bacteria caused by Colletotrichum brevisporum in
papaya fruits, as well as shelf life. Among the 224 bacteria from the collection of
the Soil Microbiology Laboratory at Embrapa Mandioca and Fruticultura, only 12
of them did not show growth at 37°C. The bacteria were characterized based on
their action mechanisms against C. brevisporum. Based on these action
mechanisms and compatibility among the isolates, Mixes composed of three
bacteria were prepared, namely: "Mix 1 (794, 898, 929)", "Mix 2 (768, 794, 929)",
and "Mix 3 (794, 898, 768)". They were adjusted to a concentration of 108 CFU
mL-1 in the fruits, applied preventively, concomitantly, and curatively. All the
Mixes significantly reduced anthracnose in the fruits compared to the control
(only C. brevisporum). Mixes 1, 3, and 2 reduced the disease by up to 49.34%,
35.25%, and 33.34%, respectively. Regarding chemical control, there were no
significant differences between the treatments. Mix 1 was applied to whole fruits,
and its treatment efficacy was compared to the synthetic fungicide Nativo
(Trifloxystrobin 100 g/L | Tebuconazole 200 g/L) (before, during, and
concomitantly), with no significant difference. The bacterial Mixes did not differ
significantly from the fungicide, which achieved disease reduction levels higher
than 96%. Mix 1 reduced anthracnose severity by over 89%. Furthermore, it was
observed that Mix 1 increased the shelf life of the fruits. Even after 15 days of
applying the bacterial mixtures, the fruits remained firm and consistent, unlike the
control group, which fully ripened in 10 days. The bacteria were identified as
(Bacillus spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp., and Chryseobacterium

spp.).

Keywords: Colletotrichum  brevisporum, volatile biocompounds, fruit
bioprotection, bacterial mixes.
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1.0 INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L.) € uma fruta de grande importancia
econbmica no Brasil, sendo uma das principais culturas frutiferas do pais.
Devido a sua natureza climatérica, que resulta em um rapido processo de
maturacdo apods a colheita, o fruto é altamente suscetivel a injarias fisicas, que
por sua vez favorecem doencas fungicas poés-colheita como antracnose
(VILAPLANA et al., 2020).

Dentre as principais doenc¢as que acometem os frutos na pos-colheita, a
antracnose destaca-se por limitar a vida Gt dos frutos durante o
armazenamento, o0 transporte e a comercializacdo. A antracnose causada por
fungos pertencentes ao género Colletorichum spp. que iniciam a infecdo ainda
na floragdo permanecem latentes, os sintomas da doenca apds a colheita,
durante o armazenamento, transporte e comercializagdo (TALHINHAS e
BORONCELLI, 2021).

Os sintomas da antracnose, na superficie dos frutos de mamao,
consistem em lesdes necroticas, arredondadas e deprimida no centro. A
antracnose interfere diretamente na qualidade dos frutos, resultando em perdas
na producéo e deprecia¢ado no valor de mercado.

Para reduzir os efeitos da doenca os exportadores geralmente recorrem a
fungicidas sintéticos para prolongar a vida pos-colheita (Fernandes, Santos,
Ribeiro,2002). Considerando os riscos associados ao uso de fungicidas para a
saude humana e meio ambiente, bem como a perda de eficacia desses produtos
devido a resisténcia de patégenos, a cadeia produtiva do setor agricola tem
buscado outros métodos de controle de doencas (Cortaga et al.,2023).

Portanto, € crucial adotar medidas preventivas, como o controle biologico,
a fim de minimizar as perdas, o uso de defensivos na pré e poés-colheita, e
garantir a qualidade do maméao para os consumidores.

As bactérias possuem um elevado potencial de uso como agentes de
biocontrole de doencas em pods-colheita. Variados mecanismos de acéo
bacteriano tém sido descritos no controle agentes fitopatogénicos (Bahadou et
al.,2018; Thokchom et al.,2017) notadamente competicdo por espaco e

nutrientes, parasitismo, compostos difusiveis, volateis e biofilmes, entre outros.



42

A combinacdo de microrganismos também tem sido investigada como uma
forma de potencializar o biocontrole de doencas de plantas.

Assim sendo os objetivos do trabalho foi avaliar a combinagcdo de
bactérias endofiticas do mamao no controle da antracnose causada por C.

brevisporum

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecédo dos isolados

As bactérias selecionadas foram isoladas por Santos et al. (2021) a partir
de material vegetal de mamoeiros que exibiam bom aspecto fitossanitario, de
pomares caseiros, do centro de abastecimento do municipio de Feira de
Santana, da unidade experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, e dos
mamoeiros do Campus da UFRB em Cruz das Almas, sem histérico de doenca.
O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Solo e Residuos

Organicos da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados endofiticos de mamoeiro, selecionados quanto a producao de
compostos antimicrobianos difusiveis, volateis, quitinase e inibicdo da germinacéo de
conidios de C. brevisporum.

ISOLADOS MECANISMO CRESCIMENTO BIOFILME  ANTIBIOSE FRAGMENTO
DE ACAO 37°C

632 Compostos - + - Folha

volateis

642 Compostos - + - Folha

volateis

643 Compostos - + - Folha

volateis

743 Compostos - + - Folha

volateis

755 Compostos - + - Folha
volateis e

inibicdo da

germinacao

de conidios

768 Compostos - + - Polpa
volateis e

inibicdo da

germinagcao

de conidios
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794 Compostos - + - Polpa
difusiveis,

volateis e

quitinase

853 Compostos - + - Talo
volateis

892 Compostos - + - Talo
volateis

898 Compostos - + - Semente
volateis e

quitinase

925 Compostos - + - Polpa
volateis

928 Compostos - + - Polpa
volateis

929 Compostos - + - Polpa
volateis

Santos et al. (2021) conduziram um estudo no qual prospectaram e
isolaram 224 bactérias provenientes do filoplano do mam&o. Todas essas
bactérias foram submetidas a testes para avaliar sua capacidade de inibir o
crescimento do fungo C. brevisporum "in vitro". Avaliou-se a producdo de
compostos antimicrobianos difusiveis e volateis, bem como a capacidade de

produzir quitinase e inibir a germinacao de conidios.

De forma notavel, todas as 224 bactérias estudadas mostraram-se
capazes de produzir compostos volateis em concentragfes distintas. Além disso,
0s pesquisadores avaliaram o crescimento dessas cepas a uma temperatura de
37 °C. Ap6s uma anadlise criteriosa, 12 bactérias foram selecionadas para

prosseguir com a investigacao.

2.2 Extracdo e analise de gDNA |[PCR | Sequenciamento de
amplicon

O DNA gendmico (gDNA) foi extraido dos isolados bacterianos
(768,798,898,929) estes quem constituiram os “mix’ utilizados no estudo, foram
mantidos em ‘solucao estabilizante’ para extragcdo com kit de Extragdo De DNA
Gendmico 50 Preparacdes, conforme as recomendac¢des do fabricante. O gDNA
foi submetido a verificagdo da integridade (eletroforese em gel de agarose 1%),

pureza e concentragédo (Nano Drop 2000, ThermoScientific).
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O 16S rDNA é um marcador universal para a identificacdo de géneros
bacterianos (WRIGHT e BAUM, 2018; YARZA et al., 2014). Para a reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR, do inglés, Polymerase Chain Reaction), foram
utilizados 20 ng de gDNATagDNA polymerase, 10 X PCR Buffer, MgClz, dNTPs
e 0s seguintes primers: 27F (5°-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) e 1492R
(5-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’). Areacao de PCR foi executada em
um termociclador LGC XP Cyclercom uso de controles positivos e negativos
para a PCR. O programa de ciclagem foi executado a 94 °C por 5 min, seguido
por 37 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 10 seg e 72 °C por 1 min, com

uma etapa final a 72 °C por 5 min.

2.3 Antibiose reciproca

Com o intuito de investigar o potencial do uso combinado de antagonistas,
foi realizado um ensaio de antibiose reciproca entre 12 isolados bacterianos
(632, 642, 643, 743, 755, 768, 794, 853, 892, 898, 912, 925 e 929). Esses
isolados foram selecionados por apresentarem pelo menos um mecanismo de
acao contra C. brevisporum, além de nao crescerem a 37°C.

Utilizou-se o teste da camada dupla, seguindo a metodologia de Romeiro
(2007). Inicialmente, os isolados foram semeados em placas de Petri contendo
meio NA e distribuidos em 10 pontos equidistantes na superficie do meio de
cultura. Em seguida, foram adicionados 5 pL de suspenséo bacteriana em cada
ponto e as placas foram incubadas a 28°C por 24 horas.

ApOs esse periodo, adicionou-se 1,0 mL de cloroférmio na tampa de cada
placa e mesmas foram incubadas por 20 minutos. Apds a evaporacdo do
cloroférmio, foram adicionados 0,1 mL de suspensdo aquosa de células do
isolado em cada ponto, sobre as colénias mortas. As placas foram incubadas a
28°C e examinadas ap0s 24 horas para verificacdo da presenca de halos de
passagem. A presenca de halos indicava uma incompatibilidade entre os

isolados bacterianos, restringindo as combinagfes possiveis.

2.4 Avalicéo in vitro da capacidade de formacao de biofilme
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Foram avaliados os doze isolados previamente utilizados no teste quanto
a sua capacidade de formacao de biofilme em placas de ELISA ou microtitulacéo
contendo meio MMS, composto por K2HPO4 (7 g L), KH2PO4 (2 g L), MgSOea.
7H20 (0,2 g L), (NH4)2S0a4 (1 g L), glicerol (4 g L) e CaCl2 (1 mmol L7).
Inicialmente, os isolados foram cultivados em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI) por aproximadamente 18 horas a 26 °C, seguidos de
centrifugacéo a 4300 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1,5 mL de solugédo salina esterilizada 0,85%, seguida de
nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. ApOs esta etapa, o sobrenadante foi
novamente descartado e a densidade Gtica das células foi padronizada para
obter uma populagéo equivalente a 1x108 UFC mL™.

Em seguida, aliquotas de 20 pL dessa suspensdo foram adicionadas a
180 pL de meio 1045 minimo de sais - MMS, contidas em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, em octuplicata. As microplacas foram incubadas a
26 °C por 24, 48 ou 72 h e 0 meio de cultura contendo células ndo aderidas foi
removida. As células aderidas aos micropocgos foram coradas por 30 min com
200 pL de cristal violeta a 0,1% em &gua destilada. Em seguida, o corante foi
removido e os pocos foram lavados consecutivamente e delicadamente, por trés
vezes, com 200 pL de agua destilada. As placas foram secas em estufa a 40 °C
por 15 minutos. O cristal violeta retido em cada poco foi diluido em 200 uL de
etanol (95%) e a absorbancia quantificada a 600 nm em leitor de ELISA. O
delineamento inteiramente casualizado em oito repeticbes por isolado. As
leituras das densidades Oticas obtidas foram relacionadas a aderéncia das
células bacterianas a placa de microtitulagdo e, maior capacidade de formacéao
de biofilme.

2.5 Avaliacéo da reducao da antracnose frutos inteiros

Quantificou-se a reducgao da antracnose em de frutos mamoeiro tratados
com agentes bacterianos. Foram trés combinac¢des de isolados, a partir de doze
antagonistas selecionados nos ensaios anteriores, que apresentavam ao menos
um mecanismo de acgdo, auséncia de crescimento em 37 °C e compatibilidade
para uso combinado. As combinacbes chamou-se de “Mix”. Cada “Mix” foi

montado distribuindo os isolados de forma a equilibrar os mecanismos de
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biocontrole de cada agente (Tabela 2). O isolado 794 foi utilizado em todos os
“Mix” por expressar trés mecanismos de ag¢ao avaliados, mesmo produzindo

menos biofilme quando comparados aos outros isolado.

Tabela 2: Composic¢ao dos “Mix” bacterianos aplicados em frutos de maméao

MIX 1 MIX 2 MIX 3
794 768 794
898 794 898
929 929 768

Frutos de maméao do grupo formosa, variedade Tainung 01, sadios e
colhidos em estadio de maturacdo comercial 1, foram limpos em agua corrente,
em seguida desinfestados por meio da imersdo em alcool 70% por 1 min,
hipoclorito de sddio 2 %, por 3 min, lavados com agua esterilizada, sendo secos
ao ar.

Avaliaram-se os trés “Mix”, realizou-se a inoculacdo do C. brevisporum por
disco de micélio nos trés pontos de inoculacdo e ainda o fungicida Nativo®
(Trifloxistrobinal00 g/L | Tebuconazol 200 g/L), a fim de verificar o potencial de
biocontrole dos “Mix” utilizados, e eficiéncia deles, quando comparados ao
agroquimico. O experimento foi realizado com frutos de mamao no estadio 1 de
desenvolvimento, considerando a presenca de ferimentos. Os frutos foram
tratados imergindo-se suspensdo aquosa dos antagonistas (108 UFC mL™1), em
combinacgdes de isolados (Mix “17, “27,"3").

A seguir, procedeu-se a inoculagdo com dois métodos distintos. O
primeiro por suspensédo de conidios de Colletotrichum spp. (1x10° conidios. mL"
1). Os frutos sofreram uma injiria de 3 mm de didmetro em sua casa
previamente a inoculacdo. O segundo a fim de verificar um novo método de
inoculagao, utilizou-se discos de micélio do patégeno de 2mm inoculados no
fruto em pontos equidistantes. Apos as operagOes descritas os frutos foram
acondicionados em caixas plasticas de 10 L, sobre papel de filtro umedecido, e
mantidos a temperatura ambiente por sete dias. Decorrido este intervalo, a area
lesionada foi mensurada nos frutos, por meio da analise de imagens, utilizando o

software Assess 2.0 (Image analysis software for plant disease quantification)
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APS — American Phytopatological Society (LAMARI,2002). O ensaio foi montado
em delineamento inteiramente casualizado. O controle positivo foi composto por
frutos inoculados apenas com o patdégeno e negativo com frutos tratados apenas
com agua destilada. A comparacao das médias de &rea lesionada foi realizada
pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico

Sisvar.

2.6 Avaliagcédo do melhor tempo de aplicagao dos Mix bacterianos em frutos
inteiros

Avaliou-se a eficacia do "Mix 2" em trés momentos distintos de aplicacao
(antes da inoculagdo do patégeno, apOs a inoculacdo e simultaneamente a
inoculacdo) em comparagdo ao fungicida convencional no controle da
antracnose em frutos de mamoeiro também avaliado nos mesmos tempos.
Foram realizadas as mesmas condi¢des de higiene e lesbes em todos os frutos
utilizados no experimento, que foram inoculados com discos de micélio do
patégeno. Decorrido este intervalo, a area lesionada foi mensurada nos frutos,
por meio da andlise de imagens, utilizando o software Assess 2.0 (Imageanalysis
software for plant disease quantification) APS — American Phytopatological
Society. O ensaio foi conduzido em DIC com trés repeticdes, sendo cada fruto
com trés lesbes. Apods sete dias de incubacdo, as areas lesionadas foram
mensuradas e a média das trés areas lesionadas foi calculada para cada fruto,
obtendo a média das trés areas lesionadas, e os dados foram comparados pelo
teste de Tukey 5%

2.7 Andlise do tempo de prateleira

Vislumbrando investigar a eficacia do “Mix 1” como um fungicida bioldgico,
foi realizado um estudo para comparar o tempo de prateleira dos frutos tratados
com o mix 1 em relagdo aos frutos nao tratados. A avaliacdo do tempo de
prateleira foi feita utilizando a escala de cores da cascata do mamao, que é uma
escala visual que varia de 1 a 6, sendo que o estagio 1 corresponde ao fruto
totalmente verde e o estagio 6 corresponde ao fruto maduro. Para o estudo,

foram utilizados frutos no estddio 1 de desenvolvimento que ndo estavam
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infectados com o patégeno. A avaliagdo foi realizada ap6s 7 e 15 dias da

inoculacéo do “Mix 2” nos frutos.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selec¢éao dos isolados

Esse estudo revela a presenca de uma variedade significativa de
bactérias com potencial para inibir o crescimento do fungo C. brevisporum. As
bactérias selecionadas demonstraram habilidades promissoras na producao de
compostos antimicrobianos volateis, o que pode representar uma estratégia
promissora para o controle de doencgas fungicas em frutos de mamao na pés-
colheita.

Dos 224 isolados avaliados apenas 12 foram negativos para o
crescimento em 37 °C. O nao crescimento de bactérias isoladas a 37 °C é uma
pratica comum na selecdo de microrganismos para producdo de fungicidas
biol6gicos, uma vez que a temperatura corporal humana é de 36-37 °C. A ideia é
evitar que microrganismos que possam causar intoxicagdo em humanos,
principalmente em pessoas imunocomprometidas, sejam usados na producéo de
biofungicidas. Essa pratica também €é importante para atender aos requisitos de
seguranca alimentar e ambiental. As bactérias foram identificadas em nivel de
espécie em: Pseudomonas spp., Bacillus spp., Enterobacter spp.,

Cryseobacyerium spp. (Tabela 3)

Tabela 3: Identificacdo taxondmica dos isolados de acordo com as consultas
realizadas utilizando alinhamentos de sequéncias em bancos de dados
referéncia para gene 16S rRNA, GenBank (BLASTN).

Bactérias Identificacéo Codigo Genbak % similaridade
768 Enterobacter hormaechei 158836 100%
794 Pseudomonas geniculata 111099 99%

898 Bacillus albus N35-10-2 (MAOEO0100008) 100%
929 Chryseobacterium MG744645.1 100%

camelliae



49

Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade de sintetizar
compostos antimicrobianos volateis. A producdo destes compostos de forma
isolada, inibindo C. brevisporum foi verificada para sete bactérias. Seguiu-se a
producdo compostos difusiveis e quitinase um isolado cada, e a supresséo da
germinacgéo de conidios trés isolados.

Doze isolados, ou seja, 5,37 % do total ndo cresceu a 37 °C e exibiram ao
menos um mecanismo de agdo, o que € desejavel na selecdo de antagonistas,
pois amplia as chances de sucesso no biocontrole e a seguranga no uso de
bactérias como outro método ao controle de doencas fitopatogénicas. Dentre
estes, uma exibiu 3 mecanismos de acdo e nenhum deles exibiu todos os

mecanismos e foi negativa (Figura 1).

12
m - .
—— E— ——
Ccv CVv+Q CV+IC CV+CD+Q

Figura 1. Disposicdo dos mecanismos de acdo presentes em
antagonistas bacterianos endofiticos de mamoeiro. CV; compostos
volateis, CD; compostos difusiveis, Q; quitinase, IC; Inibicdo da
germinacao de conidios).

3.2 Antibiose por difusdo em dupla camada

Por meio do ensaio, foi possivel observar que todos os isolados foram
compativeis, uma vez que nenhum foi inibido na presenca do outro, néo
havendo halo de inibicdo ao redor da col6nia (Figura 2). Este resultado € de
extrema importancia para assegurar a eficacia do tratamento combinado e
ampliar as possiveis combinacdes, visto que a presenca de incompatibilidade
entre os antagonistas poderia resultar em reducdo da atividade antifungica e,

conseguentemente, comprometer a eficacia do tratamento.
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Figura 2: Avaliagcdo da compatibilidade entre os
antagonistas endofiticos de mamoeiro por meio da de
antibiose reciproca. A auséncia de halos ao redor das
colénias indica compatibilidade entre os isolados.

3.4 Avaligdo in vitro da capacidade de formacéo de biofilme das bactérias
endofiticas

Na avaliacdo da capacidade de adesdo das células em ELISA de todos os
isolados, foi constatado que todos demonstraram habilidade em aderir as
superficies da placa de microtitulacdo. Entretanto, ao analisar a producao de
biofilme em diferentes tempos de incubacdo, observou-se uma variacao
significativa entre os isolados. Os resultados indicaram que as bactérias 898,
768, 912 e 928 apresentaram a maior quantidade de células aderidas nos pocos
da placa de microtitulacdo, sugerindo, assim, uma maior capacidade de
agregacao celular. Além disso, verificou-se um rapido aumento na producédo do
biofilme apds 24 horas, seguido de uma reducdo drastica apos 48 horas. Essa
diminuicdo pode ser explicada pelo esgotamento dos nutrientes presentes no

meio de cultura utilizado para o crescimento das bactérias (Figura 3).
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Figura 3: Avaliagédo da formacao de biofilme bacteriano por isolados
endofiticos antagonistas a C. brevisporum em placa de ELISA, por
meio da leitura de absorbéncia a 600 nm, durante o periodo de
24/48/72 horas em meio minimo de sais.

*Tratamentos seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa.

3.5 Avaliagéo da reducao da antracnose em frutos inteiros

Apés sete dias de incubagéo a 25 °C, verificou-se que todos os "Mix" dos
antagonistas reduziram significativamente a doenca. Embora ndo tenham
apresentado diferenca em relagdo ao tratamento com a aplicagdo do fungicida
Nativo (Trifloxistrobina 100 g/L | Tebuconazol 200 g/L), que € o método mais
utilizado no controle da antracnose em mamoeiro, obtendo um indice de controle
de 69,61%. Os "Mix" 1, 3 e 2 exibiram areas lesionadas de 50,66%, 60,75% e

66,66%, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4: - Porcentagem de reducédo da area lesionada por C. brevisporum

em frutos de mamaéo.

*Tratamentos seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca

significativa.

Também foi observado que ndo houve diferenca significativa quanto ao
método utilizado para a inoculagdo do patégeno. Apds a avaliacdo do controle
do patdgeno em frutos tratados com os "Mix", foi observado um efeito adicional
na manutencdo da consisténcia e auséncia de sinais de maturacao. Isso sugere
a possibilidade de que esses "Mix" possam atuar também na regulacdo da
maturacdo dos frutos, possivelmente por meio da ativacéo da via do jasmonato.
A ativacdo dessa via pode inibir a producdo de etileno, um horménio vegetal
importante na regulacdo da maturacdo dos frutos. Sabe-se que o etileno é
produzido naturalmente pelos frutos durante o processo de maturacao, levando
a perda de consisténcia e mudanca de cor, e contribuindo para a reducdo da
gualidade durante o armazenamento.

Assim, o efeito dos "Mix" na inibicdo da via do etileno pode ajudar a
preservar a qualidade dos frutos durante o armazenamento, prolongando sua
vida Gtil. E importante destacar que a regulacdo da maturacdo é um processo
complexo, que envolve a ativacdo de diferentes vias hormonais e a interagéo
com fatores ambientais. Portanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados
para elucidar o mecanismo exato pelo qual os "Mix" atuam na regulacdo da
maturagdo dos frutos e avaliar sua efetividade em diferentes condi¢cdes de

armazenamento.
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3.5 Avaliacéo do tempo de aplicagcédo dos Mix bacterianos em frutos inteiros

Observou-se que o "Mix 1" ndo diferiu significativa da comparacdo ao
fungicida convencional, independentemente do momento de aplicacdo. Além
disso, verificou-se que a aplicacédo preventiva do "Mix 1" (antes da inoculacao),
assim como aplicagdo simultdnea a inoculagdo apresentou nao diferiram
estatisticamente. Esses resultados indicam que o "Mix 1" pode ser utilizado tanto
preventiva quanto curativamente para o controle da antracnose em frutos de

mamoeiro, sendo uma alternativa ao fungicida convencional.

3.6 Analise do tempo de prateleira

Neste estudo, foi possivel avaliar a eficacia do mix 1 como um fungicida
biolégico e verificar o tempo de prateleira dos frutos tratados em relagdo aos nao
tratados. Utilizando uma escala de nucleos do maméao, observou-se que 0s
frutos tratados com o0 mix 1 mantiveram-se em um estagio mais verde e firme
apos 7 e 15 dias de avaliagdo, em comparacdo com os frutos néo tratados.

Durante o estudo, constatou-se que os frutos tratados com o mix 1
mantiveram sua firmeza por até 15 dias, indicando que o produto pode
efetivamente interferir no processo de maturacédo. Apos esse periodo, os frutos
foram lavados para remover qualquer residuo bacteriano e, a partir dai, notou-se
gue a maturacgao foi retomada.

Cabe destacar que, mesmo apos a interrup¢édo do uso do mix 1, os frutos
tratados mantiveram-se por mais tempo na prateleira do que o grupo controle,
gue amadureceu completamente em apenas 10 dias, enquanto os frutos
tratados com o0 mix 1 chegaram nesse estagio apos 15 dias. Esses resultados
evidenciam a eficacia do mix 1 como fungicida biolégico no prolongamento do
tempo de armazenamento e na manutencao da qualidade dos frutos durante o
periodo de armazenamento.

Os antagonistas microbianos foram aplicados diretamente na fruta por
imersdo em solucdo. A supressdo de C. brevisporum ndo exibiu diferenca
significativa quando comparada ao fungicida Nativo (Trifloxistrobina 100 g/L |
Tebuconazol 200 g/L).
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Em geral, a maioria dos microrganismos antagonistas € isolada da
superficie da fruta, planta (raizes, folhas, flores e sementes), mar ou solo
(Teixeira et al., 2013). As bactérias antagbnicas utilizadas neste estudo s&o
endofiticas, oriundas das sementes, talo e fragmentos de fruto, e produziram
varios metabdlitos com capacidades antifiingicas e antibacterianas.

Nos ultimos anos, varias cepas dos géneros Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter e Pseudomonas tém sido estudadas e utilizadas de forma eficaz no
tratamento de doencas causadas por fitopatdgenos. A supresséo do crescimento
fungico do Colletotrichum spp. foi alcancada usando espécies bacterianas
antagbnicas, como Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Burkholderia sp.,
Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans e Serratia plymuthica (Fu et al.,
2010).

As comunidades bacterianas apresentam efeitos antagonicos aos
fitopatdgenos, podendo ser exploradas como uma forma de controle biologico.
Existe uma interacdo continua no mundo biologico entre os fitopatdgenos e seus
antagonistas, de forma que estes inibem a presenca e o desenvolvimento do
patégeno e, consequentemente, de doencas. Para o uso adequado desse tipo
de microrganismo, € importante entender os mecanismos de acdo envolvidos na
atividade do biocontrole para o desenvolvimento seguro dos processos de
aplicacdo e como base para selecionar as cepas bacterianas mais eficientes
(Paz et al., 2018; Nikoli¢ et al., 2019).

A inibicao de fitopatégenos por bactérias € geralmente realizada com pelo
menos dois mecanismos antagdnicos, 0 que a torna mais eficiente no controle
de doencas em frutas poés-colheita (Safdarpour, Khodakaramian, 2018). E
desejavel em um antagonista que ele atue por meio de mais de um mecanismo
de acao contra fitopatdgenos, a fim de ampliar a eficacia do biocontrole.

Embora a maioria dos antagonistas testados tenha apresentado a
producdo de compostos volateis como mecanismo de agéao, os quatro isolados
usados nos "mix" bacterianos possuem pelo menos dois mecanismos de acao,
exceto o Chryseobacterium spp. que foi selecionado devido a sua alta inibicéo
do patégeno "in vitro" pela produgdo de COVs. Vale ressaltar o isolado 794
(Pseudomonas spp.), que exibiu trés mecanismos de acdo distintos: produgéo
de compostos difusiveis e volateis, além de quitinase, e o isolado 898 (Bacillus

spp.), que apresentou dois mecanismos, compostos volateis e quitinase, além da
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producdo de biofilme, presente em todos os isolados testados. Esses isolados
foram combinados para o controle biolégico de C. brevisporum.

Na antibiose, a producdo de compostos antibioticos € um dos
mecanismos que tem sido classificado como importante apés a competicdo por
espaco e nutrientes. A antibiose foi verificada no estudo apenas no isolado 794
(Pseudomonas geniculata), sendo que este integrou todos os mix utilizados. Os
principais antibioticos produzidos por bactérias antagonistas do género
Pseudomonas spp. € a pirrolitrina (Torres et al., 2014).

A antibiose também pode ser realizada por meio da producdo de
compostos de baixo peso molecular por microrganismos, os COVs, que tém
efeito direto no crescimento do fitopatbgeno. S&o ativos em baixas
concentragcbes e pertencem a Vvarios grupos quimicos, como alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, lactonas, terpenos e compostos sulfurados. Devido a sua
volatilidade, esses compostos podem percorrer grandes distancias em
ambientes estruturalmente heterogéneos, bem como em compostos sélidos,
liguidos ou gasosos, 0 que é uma grande vantagem para o biocontrole. COVs
receberam atencdo limitada em comparagcdo com outros mecanismos
antagbnicos. No entanto, pesquisas recentes tém focado nesses produtos
volateis do metabolismo (Fialho et al., 2011).

Layton et al. (2011) avaliaram o efeito antagonico do género Bacillus sp
contra fungos fitopatogénicos como Fusarium oxysporum spp. Observou-se que
a acdo de biocontrole desse género bacteriano € mediada pelo seu perfil
bioquimico, uma vez que sdo produtoras de multiplos metabdlitos
biologicamente ativos, como lturina A e fengycin em Bacillus subtilis e
gramicidina S (1-5) em Bacillus brevis, que sao capazes de inibir o
desenvolvimento e crescimento normal de outros microrganismos, sugerindo seu
uso no controle biolégico de pragas.

Velazquez-Becerra et al. (2013) descobriram que Arthrobacter agilis
UMCV2 produz COVSs. Isso foi confirmado por meio da analise de cromatografia
gasosa e espectrometria de massas, que identificou a dimetil hexadecilamina
como 0 composto que inibiu Botrytis cinerea e Phytophthora cinnamomi,
demonstrando uma atividade inibitéria 12 vezes maior que a causada pelo

fungicida Captan.
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Raza et al. (2016) observaram que a bactéria Bacillus amyloliquefaciens
SQR-9 produz COVs capazes de inibir o crescimento de Ralstonia
solanacearum. Embora a cepa SQR-9 tenha produzido 22 COVs, apenas nove
exibiram atividade antibacteriana contra a doenca. Em contraste, todos os
isolados utilizados neste estudo para o biocontrole da antracnose em frutos de
mamao foram capazes de produzir COVs com acao antimicrobiana contra C.
brevisporum. A caracterizacao do perfil desses COVs pode ser uma ferramenta
atil para identificar os compostos diretamente ligados ao biocontrole.

No biocontrole, ocorre parasitismo quando o antagonista se alimenta do
fitopatdgeno, resultando em lise parcial ou total de suas estruturas.
Especificamente, as bactérias se alimentam das paredes celulares dos fungos,
principalmente da quitina, glucanas e proteinas, que constituem 20%, 50-60% e
20-30% da parede celular, respectivamente (Spadaro, Droby, 2016).

A quitina € um homopolimero linear e insolivel formado por subunidades
de N-acetil glucosamina ligadas por B-1,4, e atua como suporte medular da
parede celular e principal constituinte dos conidios (Seidl, 2008). O B-1,3-
glucano é considerado o principal constituinte estrutural da parede celular, ao
qual outros componentes da parede celular estdo ligados covalentemente,
proporcionando resisténcia mecanica e integridade. A decomposi¢do da parede
celular fungica requer a participagéo de diferentes enzimas, principalmente B-
1,3-glucanase, quitinase e protease (Safdarpour, Khodakaramian, 2019).

Os géneros Bacillus e Pseudomonas sdo considerados alguns dos
antagonistas mais eficientes no controle de fitopatégenos devido a acao direta
da quitinase (Yu et al., 2008). Isso foi verificado no uso combinado dos "mix" 1 e
3, onde existia tanto Pseudomonas quanto Bacillus na mesma composic¢ao.
Shivakumar et al. (2014) realizaram purificagéo parcial, caracterizacdo e estudos
cinéticos da enzima quitinase da bactéria Bacillus subtilis JIN032305, em que a
enzima parcialmente purificada ndo sé apresentou atividade antifingica contra
Rhizoctonia solani e Colletotrichum gloeosporioides.

Ja& Mohammadi et al. (2017) realizaram um estudo sobre o potencial
isolamento bacteriano (Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus megaterium e
Agrobacterium radiobacter) para o biocontrole em frutas citricas contra o mofo

azul causado por Penicillium digitatum, no qual foram determinadas as
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atividades enziméticas extracelulares bacterianas, mostrando que todas as
quitinases e glucanases foram positivas.

Este € o primeiro relato de Chryseobacterium spp. como agente de
biocontrole em pos-colheita, na cultura do mamoeiro e em uso combinado. Dos
testes realizados, este agente reduziu o crescimento micelial "in vitro" em 60%
(dados néo publicados), além de agregar-se em biofilme significativamente. Essa
bactéria foi isolada pela primeira vez em folhas de cha verde por Kook et al.
(2014) na Coreia.

Seu potencial de biocontrole ja foi observado por Kumar et al. (2021), que
verificaram excelente atividade antifungica com mais de 80,0% de inibicdo do
crescimento micelial de Magnaporthe oryzae, agente causal da bruzone do
arroz, por meio da producdo de compostos volateis. Além disso, a andlise
quimica dos COVs emitidos por Chryseobacterium spp. indicou a abundancia de
2-Etil-hexanol; 1-Hexadeceno; 2-hexil-decanol; Heptanal; Furan-diol; e Octanal.

Dibelli (2023) avaliou e caracterizou Chryseobacterium camelliae e mais
27 cepas bacterianas quanto ao potencial para promover crescimento em
plantas. Os tracos observados vado desde a producdo de enzimas e metabdlitos
essenciais para o pleno desenvolvimento vegetal, producdo de biofilme até a
atuacdo como agentes de biocontrole de Colletotrichum spp. em cana-de-
acucar. A cepa foi avaliada quanto a producdo de esterases, fixacdo de
nitrogénio, produgéo de amonia, exibindo resultados significativos e biofilme com
producdo maxima quando comparada aos demais isolados avaliados.

Além dos compostos antimicrobianos, os agentes de biocontrole também
apresentaram a capacidade de formacédo de biofilme. Essa é uma estratégia de
crescimento bacteriano em superficies. Os resultados obtidos quanto a producao
e estabelecimento do biofilme estdo em conformidade com as descobertas de
Costerton et al. (1999), que investigaram que a formacéo de biofilmes maduros
pode depender de uma combinacdo de fatores, como ajustes celulares e ciclos
de crescimento influenciados pela difusdo de nutrientes na comunidade.

Neste ensaio, também foram obtidos maiores valores de adeséo celular
no tempo de 48 horas de incubagéo, sugerindo que houve desagregacao das
células do biofilme com o esgotamento de nutrientes apds 72 horas para todos
os isolados. Diversos mecanismos favorecem a desagregacdo dos biofilmes, e

como consequéncia, as células sédo dispersas em sentidos opostos, o que é
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vantajoso, pois permite a colonizagcdo de outros nichos com condi¢des mais
favoraveis de crescimento (Flemming et al., 2016).

O estresse nutricional parece ser o principal sinal ambiental para a
associacdo de procariotos unicelulares em associagfes multicelulares. Dessa
forma, acredita-se que a formacao de biofilmes seja uma resposta adaptativa a
sobrevivéncia em condi¢cGes adversas (Webb, Givskov, Kjelleberg, 2003).

O meio minimo de sais (MMS) é um meio de cultura que contém apenas
0S nutrientes essenciais para 0 crescimento bacteriano. Embora seja um meio
de cultivo limitado em nutrientes, estudos mostram que o MMS pode favorecer a
producdo de biofilme bacteriano. A presenca dos cations divalentes Ca2+ e
Mg2+ pode ter elevado a formacdo de biofilme diretamente por meio das
interacdes eletrostaticas e indiretamente por desempenhar fungbes celulares
importantes como cofatores enziméaticos, por exemplo (Fletcher, 1988; Korstgens
et al., 2001). Isso ocorre porque a escassez de nutrientes no MMS pode induzir
as bactérias a se agruparem em comunidades para compartilhar recursos e
sobreviver.

A desagregacéo do biofilme bacteriano ap6s 48 horas no meio minimo de
sais pode ocorrer por varios motivos, como a falta de nutrientes para manter a
adesdo das células ou a ativacao de interrupcdo do biofilme. Além disso, as
bactérias podem se mover para outras areas do meio de cultura em busca de
nutrientes, provocando a desagregacao do biofilme.

Para colonizar superficies de frutas com sucesso, as bactérias
antagbnicas devem ter caracteristicas especificas que facilitem sua adesao,
colonizacdo e multiplicacdo. Na maioria dos casos, essas caracteristicas estao
associadas a formacao de biofilmes, nos quais as microcolénias estdo dentro de
uma matriz extracelular produzida por bactérias e &acidos nucleicos e
exopolissacarideos.

A formacdo dessa estrutura € medida por quorum sensing com
reguladores, como tirosol, farnesol e alcool fenetilico. As microcolénias também
se comunicam pelo mesmo mecanismo, empregando diversos sinais quimicos
para supervisionar seu ambiente, alterando a expressdo génica e angariando
vantagem sobre seus competidores (Chi et al., 2015).

No biocontrole, os biofilmes formados atuam como barreiras que se

posicionam entre a superficie da lesdo do hospedeiro e o fitopatdgeno. No
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entanto, pouco se sabe sobre as principais fungdes e mecanismos envolvidos na
formacéo de biofilmes. Tem sido sugerido que os sinais ambientais regulam as
transformacdes morfogenéticas e contribuem para selecédo de bactérias de forma
mais eficiente. Em ambientes agricolas, é crescente o nimero de estudos sobre
a formacéao de biofilmes (Beauregard et al., 2013; Chen et al., 2013).

O alicerce desses modelos é que o Bacillus subtilis funciona como uma
comunidade cooperativa por diferenciacdo populacional de progenitores
isogénicos especializados, bem como pela producdo de macromoléculas que
formam a matriz do biofilme (Lamakis et al., 2008; Ostrowsk et al., 2011).

Haggag e Timmusk (2008) demonstraram que a bactéria Paeni bacillus
polymyxa coloniza as raizes das plantas, formando estruturas que se
assemelham a biofilmes e protegendo as raizes contra doencas causadas por
fitopatdgenos. Outro exemplo € Pseudomonas fluorescens estirpe CHAO, que
mostrou uma capacidade melhorada para colonizar raizes de cenoura
(Bianciotto et al., 2001). Bais et al. mostrou que uma cepa de B. subtilis
(ATCC6051) pode formar estruturas do tipo biofilme nas raizes de plantas de
Arabidopsis e, assim, protegé-las da infeccdo pela bactéria Pseudomonas
syringae (Bais, Fall, Vivanco, 2004).

De acordo com os resultados obtidos, a capacidade de formacdo do
biofilme por antagonistas desempenha papel importante na prevencédo de
fitopatbgenos na pos-colheita. Contudo, isoladamente, ndo é suficiente para
garantir o sucesso do biocontrole. Ha de considerar que as bactérias avaliadas
produziam compostos antimicrobianos difusiveis e volateis, além de quitinases.
Ademais, é importante confirmar a importancia individual de cada caracteristica,
correlacionando com a capacidade ou ndao de formacéo de biofilme para cada
isolado (Chen et al., 2013).

Em um meio rico, como um fruto, o biofilme pode favorecer o biocontrole,
pois pode atuar como um escudo protetor para fungos fitopatogénicos como C.
brevisporum. No entanto, é importante notar que a desagregacdo do biofilme
bacteriano nédo € necessariamente negativa para o biocontrole. Uma vez que se
observou a retomada da maturacdo dos frutos apdés a remocdo dos “mix”
bacterianos, além de aumentar o tempo de prateleira.

A inducdo de resisténcia é a capacidade de uma bactéria antagonista

provocar resposta de defesa no hospedeiro por meio de diversas reacdes
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quimicas ou bioquimicas, incluindo altera¢des na estrutura do tecido e producéo
de proteinas relacionadas a patogénese, expressas localmente ou
sistemicamente (Bahadou et al., 2018). A inducao de resisténcia em frutas por
bactérias, como BCA, tem sido considerada um modo de ag&o para controlar
doencas poés-colheita (Jamalizadeh et al., 2011; Hernandez-Montiel et al., 2018).
A inducdo da resposta de defesa se da pela superproducdo de diferentes
enzimas e metabdlitos, notadamente (1) proteinas ligadas a patogenicidade
(proteinas PR), que incluem glucanases, quitinases.

A resposta imune nos vegetais € mediada e dependente de
fitoreguladores, como acido salicilico, acido jasménico, etileno (Hacquard et al.,
2017; Guo et al.,, 2018). A inducdo de resisténcia no tecido hospedeiro
correlaciona-se pelo tratamento bacteriano antagonista (Spadaro, Droby, 2016).
Diante do estudo realizado, estabeleceu-se a evidéncia direta da capacidade das
substancias induzidas em inibir a infec¢cdo por Colletotrichum brevisporum em
frutos de mamao na pés-colheita.

Utilizar agentes de biocontrole oriundos do ambiente nativo pode ser uma
alternativa eficaz para o controle de doencas pos-colheita, pois esses
antagonistas sdo uma excelente fonte de ocorréncia natural e estdo bem
adaptados a superficie alvo (Alvindia, Natsuaki, 2009; Janisiewicz, Conway,
2010).

Ao utilizar bactérias antagonistas produtoras de biofilme em conjunto com
outros agentes de biocontrole, é possivel aumentar a eficiéncia do controle de
patdgenos. Isso ocorre porque o biofilme produzido pelas bactérias confere uma
camada protetora, permitindo que o agente de biocontrole atue diretamente
contra 0 patébgeno, sem competir com outras espécies bacterianas ou lidar com
condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Essa abordagem também promove uma
interacdo mais direta entre a bactéria antagonista e o patégeno, aumentando a
eficacia do biocontrole da antracnose em frutos de mamao.

O residuo dos agroquimicos no mamao, assim como em outras culturas
de frutas, tem sido e continuara sendo uma das principais preocupacdes dos
orgaos fiscalizadores e dos consumidores. A crescente preocupagdo com 0S
riscos relacionados a saude humana e a contaminacdo ambiental tem levado a

demanda pelo desenvolvimento de alternativas para o controle de doencas poés-
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colheita. O uso do controle biolégico como outro método aos fungicidas
sintéticos tem sido foco de pesquisa nos ultimos 30 anos em todo o mundo.

Este trabalho forneceu resultados sobre os modos de acdo de bactérias
antagonistas, que sdo consideradas alternativas viaveis aos fungicidas
sintéticos, bem como o sucesso em condi¢cdes “in vivo” e “in vitro”, a fim de
subsidiar a producdo de produtos biologicos baseados em bactérias
antagonistas para controle da antracnose em frutos de mamao na pos-colheita.
Mais pesquisas devem ser desenvolvidas com relagdo ao modo de acdo dos
antagonistas para entender melhor as interacbes patdégeno-antagonista-
hospedeiro. Ademais, por meio do advento da biologia molecular foi possivel
identificar em nivel de espécie os agentes de biocontrole. Contudo, identificar os
compostos volateis que foram prevalentes neste estudo podera trazer mais

informagdes a respeito do sucesso do biocontrole exibido neste estudo.
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IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS VOLATEIS
ORGANICOS EM BACTERIAS ENDOFITICAS
FORMADORAS DE BIOFILME

RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo investigar 0os compostos organicos
volateis (Covs) produzidos por bactérias endofiticas em resposta a presenca e
auséncia do fungo fitopatogénico C. brevisporum, buscando o controle biolégico
da antracnose em frutos de mamdao. Foram avaliadas doze bactérias
previamente selecionadas por sua atividade antimicrobiana, das quais apenas
quatro foram escolhidas: (768) Enterobacter spp., (794) Pseudomonas spp.,
(898) Bacillus spp. e (929) Chryseobacterium spp. A andlise dos Covs
produzidos por essas bactérias revelou uma maior diversidade na presenca do
fungo, com destaque para cetonas, alcoois e ésteres. E relevante destacar os
resultados obtidos pelo Bacillus spp., ndo apenas por pertencer ao género
amplamente reconhecido no biocontrole de doencas, mas também por seu
comportamento peculiar. Na auséncia do fungo, esse isolado produziu alguns
compostos comuns aos outros isolados analisados, exceto pelo 6xido de etileno.
Além disso, a presenca do fungo influenciou a producédo especifica de Covs
pelas bactérias. Observou-se que a presenca do fungo pode ter um impacto
significativo na producédo de COVs pelas bactérias, variando conforme a espécie
bacteriana em questdo. O Bacillus spp., quando exposto ao fungo, apresentou
alteracdes na composicao de seus compostos, com reducao significativa em sua
guantidade e mudancas em sua composicdo. O estudo ofereceu insights
valiosos sobre o potencial dos Covs no controle da antracnose em frutos de
mamao, destacando a importancia do manejo integrado para o controle da
antracnose. O conhecimento dessas interacbes pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes e sustentaveis no combate da
doenca.

Palavras-chave: Compostos Antimicrobianos, Controle Bioldgico, Covs, Quorum
sensing, Papaya.
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IDENTIFICATION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS IN BIOFILM-
FORMING ENDOPHYTIC BACTERIA

GENERAL ABSTRACT

The present study aimed to investigate the volatile organic compounds (VOCS)
produced by endophytic bacteria in response to the presence and absence of the
phytopathogenic fungus C. brevisporum, seeking the biological control of
anthracnose in papaya fruits. Twelve bacteria previously selected for their
antimicrobial activity were evaluated, of which only four were chosen: (768)
Enterobacter spp., (794) Pseudomonas spp., (898) Bacillus spp., and (929)
Chryseobacterium spp. A total of 80 distinct compounds were produced by the
bacteria considering the presence and absence of the fungus. A greater diversity
of compounds was observed in the presence of the fungus, especially ketones in
Pseudomonas spp. and Enterobacter spp. Additionally, other prominent classes
in the study included alcohols and esters produced by all evaluated species. The
analysis of VOCs produced by these bacteria revealed a greater diversity in the
presence of the fungus, highlighting ketones, alcohols, and esters. Enterobacter
spp., Bacillus spp., and Pseudomonas spp. produced a higher quantity of volatile
compounds in the absence of the fungus compared to its presence, indicating a
reduction in compound production in the presence of the fungus. In contrast,
Chryseobacterium spp. showed the opposite pattern. It is relevant to highlight the
results obtained by Bacillus spp., which, when exposed to the fungus, underwent
changes in the composition of its compounds and significantly reduced the
quantity of produced compounds. The study provided valuable insights into the
potential of VOCs in the control of anthracnose in papaya fruits.

Keywords: Antimicrobial compounds, Biological Control; Vocs, Quorum sensing,
Papaya
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1.0 INTRODUCAO

O maméo € uma fruta climatérica altamente nutritva e com valor
medicinal, produzida em diferentes regidées do Brasil, destacando-se os estados
da Bahia, Espirito Santo e Ceara como 0s maiores produtores. Entretanto, o
rapido amadurecimento da fruta a torna altamente suscetivel a doencas pés-
colheita, como a antracnose causada por Colletotrichum spp., que é responsavel
por perdas expressivas e que geram prejuizos significativos a cadeia produtora
(Vilaplana et al., 2022).

Para o controle efetivo da antracnose, é importante considerar a
resisténcia dos patégenos aos métodos convencionais e 0os impactos ambientais
associados a eles. Além disso, 0 uso de fungicidas pode ser limitado em funcéo
da selecdo de populacGes de patdgenos resistentes. Nesse sentido, o controle
biol6gico surge como um método promissor, envolvendo o uso de agentes como
bactérias para controlar a doenca. O emprego de agentes de biocontrole para
combater fitopatdgenos tem atraido mais atencdo recentemente, jA que
oferecem um método eficaz e seguro de contornar as desvantagens dos
fungicidas convencionais (Chechi et al., 2019; Hu et al., 2015).

As bactérias apresentam diversos mecanismos antagonicos contra fungos
fitopatogénicos, notadamente antibiose e sintese de compostos volateis,
enzimas hidroliticas, inducao de resisténcia e formacao de biofilmes (Safdarpour,
Khodakaramian,2018; Dukare et al.,2019).

Os compostos organicos volateis microbianos (COVs) podem ser
produzidos por microrganismos, especialmente bactérias durante o seu
metabolismo (Giorgio et al.,2015; ZHENG et al.,2019) Entre os microrganismos,
Bacillus subtilis continua sendo o microrganismo mais estudado quanto a
caracterizagdo de COVs (Rajer et al.,2017).

Muitas investigacdes foram realizadas com bactérias potenciais agentes
de controle biolégico de algumas doencas fungicas. Calvo et al. (2017) avaliaram
o potencial de biocontrole de Bacillus amyloliquefaciens contra as principais
doencas pos-colheita de laranja, macad, uva. Ja Damasceno et al.,2019
avaliaram o biocontrole da antracnose pés-colheita em banana por B.velezensis
e P. fluorescens, e verificaram o controle efetivo da doenca. De acordo com

Kumar et al. (2021), uma excelente atividade antifingica contra o agente causal
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do brusone do arroz, Magnaportheoryzae, com mais de 80,0% de inibicdo do
crescimento micelial foi observada pela producdo de compostos volateis por
Chryseobacterium spp.

Outros  microrganismos incluem  B.amyloliguefaciens  Cappellari,
Banchio,2020) Pseudomonas fluorescens (Wang et al.,2021), Pseudomonas
putida (Giorgia et al.,2015; Aghisha et al.,2019), Pseudomonas donghuensis
(Ossowick, Jafra, Garbeva,2017), dentre outros.

Com base na importancia econémica do mamao na fruticultura brasileira e
na severidade dos danos causados pela antracnose em frutos pos-colheita, o
presente trabalho teve como objetivo caracterizar e identificar os compostos
organicos volateis (COVs) produzidos pelas bactérias na auséncia e presenca
de C. brevisporum, avaliar os COVs produzidos por bactérias endofiticas com
potencial de biocontrole, e relaciona-los com a atividade antifingica contra C.

brevisporum.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecédo das bactérias

Foram utilizadas 12 bactérias previamente testadas quanto a producao de
compostos antimicrobianos volateis, quitinase, inibicdo da germinacdo de
conidios, crescimento a 37°C, biofilme e eficazes no uso combinado no
biocontrole da antracnose em frutos do mamao causada por C. brevisporum
(Tabela 1).

Tabela 1: Mecanismos de acdo de bactérias endofiticas formadoras de biofilme
no biocontrole da antracnose causado por Colletotrichum brevisporum.

ISOLADOS % INIBICAO POR CV OUTROS MECANISMOS BIOFILME
642 59,19 b +
643 42,73 o +
755 64,16 o +
768 70,76 IC +
794 32,81 CDh,Q +
853 75,45 IC +
892 27,98 o +
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898 46,85 Q +
912 69,83 Q "
925 56,12 ** +
928 53,28 ok +
929 59,94 *x +

CV- Compostos volateis; IC-inibicdo da germinacéo de conidios; Q- quitinase

Todas as bactérias (Tabela 1) foram avaliados para verificar sua
capacidade de formacédo de biofiime em placas de ELISA ou microtitulagéo
contendo meio MMS. Os isolados foram cultivados em caldo Infuséo de Cérebro
e Coracéo (BHI) por aproximadamente 18 horas a 26 °C. Em seguida, as células
foram centrifugadas e ressuspendidas em solugdo salina esterilizada. A
densidade ética das células foi ajustada para obter uma populacédo equivalente a
1x108 UFC mL-1.

As células foram adicionadas a placas de microtitulacdo contendo meio
MMS e incubadas a 26 °C por 24, 48 e 72 horas. Apés a incubacéo, as células
ndo aderidas foram removidas e as células aderidas foram coradas com cristal
violeta. As placas foram lavadas e as leituras das densidades oticas foram feitas
a 600 nm.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com oito repeticdes por isolado. As leituras das densidades o6ticas relacionaram-
se a aderéncia das células bacterianas a placa de microtitulacdo e sua

capacidade de formacao de biofilme.

2.2 Producéo de compostos antimicrobianos volateis

Empregou-se o método das placas sobrepostas conforme BHARAT et al.
(1980). Para isso, 100 yL de cada suspensao bacteriana foram semeados e
espalhados sobre o0 meio NA (Nutriente agar) em placa de Petri, de forma a
produzir uma camada de células na superficie do meio. ApOs o crescimento das
bactérias por 24 h a 28 °C, foi depositado um disco do micélio do patégeno com
5 mm de didmetro sobre meio BDA no fundo de outra placa. As tampas foram

removidas e as duas placas uma contendo disco de micélio do fungo e a outra a



72

suspensao bacteriana unidas, seladas com filme de PVC e mantidas a 28 °C,
por 10 dias, até que o micélio do tratamento controle contendo apenas o fungo
em BDA, atingisse o crescimento maximo em toda placa. Todas as placas foram
fotografadas, e o crescimento micelial radial do patégeno foi mensurado com o
software Assess 2.0 (Image analysis software for plant disease quantification)
(LAMARI,2002). Placas contendo apenas o fungo Colletotrichum spp. foram
utilizadas como controle. Foram selecionados os isolados bacterianos que
inibiram o crescimento do fungo acima de 50 %, em comparacao ao controle. O
experimento foi conduzido em triplicata, cujas meédias da inibicdo foram

utilizadas para selecionar os isolados.

2.3 Andlise por HS-SPME por GC-MS para determinacdo de compostos
organicos volateis em amostras de isolados bacterianos.

A andlise de compostos volateis em amostras de isolados bacterianos na
presenca e na auséncia do fungo em meio sélido, foi realizada utilizando um
cromatografo gasoso acoplado a um detector por espectrometria de massas
(GC-MS 7890A/5975C Agilent Technologies). Para separacdo cromatografica
dos compostos, utilizou-se uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm d.i x
0,25 pum, Agilent J&W). Gés hélio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste a
0,8 mL.min. As condicdes cromatogréaficas foram otimizadas durante o estudo,
sendo a temperatura do injetor mantida a 250 °C, a temperatura da fonte de ions
a 230 °C e a energia de 70 eV. A temperatura inicial da coluna de 45 °C mantida
por 5 minutos, em seguida aumentada a 4 °C.min, até 230 °C a qual foi
mantida por mais 10 minutos. O processo de extracdo HS-SPME (microextracao
em fase soélida no headspace) foi realizado utilizando fibra de extracdo
DVB/CAR/PDMS (50/30um, Supelco) acoplado ao sistema de autoinjecéo.
Cerca de 5 g de amostra de isolados em meio solido (NA) foram transferidos
para um vial do tipo headspace de 20 mL. Adicionou-se 5 mL de solugéo
saturada de cloreto de potassio e os vials tampados. A extracdo foi realizada a
40 °C, sob agitacdo de 500 rpm por 30 minutos com a fibra exposta no
headspace. A dessorcdo térmica dos compostos foi realizada diretamente no
injetor, por 10 minutos. A identificacdo dos compostos foi realizada por
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comparacao dos espectros de massas obtidos com o banco de dados do

programa NIST Mass Spectral Search verséo 2.0, 2011.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados um total de 12 isolados bacterianos quanto a producao
de compostos volateis. Entretanto, apds 0 screening inicial, apenas quatro
isolados foram selecionados, levando em conta também outros critérios como a
producdo de quitinase, inibicdo da germinacdo de conidios (Tabela 1) e a
capacidade de formacao de biofilme.

Para avaliar a producao de biofilme pelas bactérias selecionadas, foram
conduzidos ensaios em placas de microtitulacdo contendo meio MMS. A
incubacéao foi realizada por 24, 48 e 72 horas, sendo observada uma possivel
desagregacao do biofilme ap6s 48 horas. No entanto, para entender melhor a
relacdo dos compostos volateis com a agregacdo bacteriana em biofilme, é
importante considerar outros elementos relacionados aos COVs.

Os metabdlitos secundarios tém sido amplamente estudados devido ao
seu papel nas interacdes microbianas, sendo os COVs de particular interesse.
Apesar de serem produzidos por microrganismos presentes no solo e nas
plantas, os COVs ainda sdo pouco explorados e compreendidos em sua
totalidade.

Estudos anteriores revelaram o efeito antifingico dos COVs produzidos
por isolados de Pseudomonas contra o fungo S. sclerotiorum, destacando seu
potencial para o controle biolégico (Fernando et al., 2005). bacillus sp. também
demonstrou reducdo significativa no peso e no nimero de esclerddios de s.
sclerotiorum, evidenciando sua eficacia como agente de biocontrole (Massawe et
al., 2018). Além disso, estudos com COVs como 2-undecanone, 2-tridecanone e
heptadecane de b. amyloliuefaciens demonstraram atividades de controle
bioldgico, inibindo a motilidade, formacé&o de biofilme e colonizacdo de raizes
pelo patégeno Ralstonia solanacearum (RAZA et al., 2016abc).

Os COVs tém diversas funcdes, incluindo a regulagdo das interactes
entre microrganismos e plantas por meio de moléculas de sinalizacdo, que sao

responsaveis por regular processos fisiologicos essenciais. Essas moléculas
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abrangem uma variedade de classes quimicas, como cetonas, alcoois, pirazinas,
alcenos, sulfetos, benzenoides, terpenos, entre outros (Goudjal et al., 2014;
Chenniappan et al., 2018).

Os quatro isolados bacterianos utilizados nesta etapa foram identificados
como (768) Enterobacter spp., (794) Pseudomonas spp., (898) Bacillus spp. e
(929) Chryseobacterium spp. Pertencentes a colecdo do Laboratério de
Microbiologia do solo Embrapa Mandioca e Fruticultura, prospectados das
folhas, cascas, polpas e sementes do maméo por Santos et al., (2021). Esses
isolados apresentaram uma reducédo micelial in vitro superior a 70% do C.
brevisporum, por meio da producao de compostos difusiveis, volateis, inibicdo da
germinacao de conidios do patégeno. Além disso, foi avaliada a producédo de
compostos volateis pelas bactérias na presenca e na auséncia do fungo. Como
esperado, a presenca do fungo influenciou na producdo de compostos volateis
pelas bactérias, resultando em compostos distintos produzidos na presenca do
fungo (Tabela 2).

No total, foram produzidos 80 compostos distintos considerando a
presenca e a auséncia do fungo pelas bactérias avaliadas. Observou-se uma
maior diversidade de compostos na presenca do fungo, especialmente cetonas
em Pseudomonas spp. e Enterobacter spp. Além disso, outras classes
marcantes no estudo incluiram &lcoois e ésteres produzidos por todas as
espécies avaliadas. Na auséncia do patdgeno, houve uma maior diversificacao

das classes de compostos produzidos pelas bactérias (Figura 1)."
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Figura 1: Variacdo de classes quimicas dos compostos volateis produzidos pelas bactérias endofiticas antagonistas a Colletotrichum
brevisporum na auséncia/presenca do fungo identificados pelo método HS-SPME por GC-MS, apés 10 dias de cultivo em meio NA.
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A representatividade das classes alcool e éster entre 0os compostos
volateis na presenca de um fungo fitopatogénico pode ser atribuida as suas
propriedades antimicrobianas e capacidade de interferir nas interagdes
patégeno-antagonista. Os &lcoois sdo conhecidos por atuarem como inibidores
do crescimento de fungos patogénicos, além de possuirem atividade
antimicrobiana contra diferentes patdgenos, assim como o0s ésteres. Por sua
vez, 0s eésteres podem interferir nos processos fisiologicos dos fungos
patogénicos, afetando sua viabilidade e crescimento (Kaddes et al., 2019).

No caso especifico do Bacillus spp., foi observada uma reducéo
significativa na producdo de COVs na presenca do fungo, quando comparada
com a auséncia do fungo. Isso sugere uma possivel producdo de compostos

mais especificos pelas bactérias na presenca do patdégeno (Figura 2).

Figura 2: Quantidade de compostos volateis produzidos pelas bactérias
endofiticas antagonistas a Colletotrichum brevisporum na auséncia/presenca do
fungo identificados pelo método HS-SPME por GC-MS, apés 10 dias de cultivo
em meio NA.

Bacillus spp. Cryseobacteriumspp.  Enterobacterspp.  Pseudomonas spp.

Categoria

I Presengado fungo
B Auséncia do Fungo

Enterobacter spp., Bacillus spp.e Pseudomonas spp. produziram uma
guantidade maior de compostos volateis na auséncia do fungo quando
comparada a presenca do fungo, o que indica uma reducdo na producédo de
compostos na presenca do fungo. Ja na Cryseobacterium spp. oi o inverso
(Figura 3).
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Figura 3:Diagrama de Venn com o total de compostos organicos volateis
produzidos pelas bactérias endofiticas avaliadas na auséncia do fungo
identificados pelo método HS-SPME por GC-MS, apés 10 dias de cultivo em
meio NA.

Pseudomonas spp. Bacillus spp.

Sem fungo

Dos 38 compostos volateis produzidos pelas bactérias na presenca do
fungo, aproximadamente 26% (dez compostos) pertenciam a classe cetona.
Essas cetonas tém sido amplamente estudadas devido ao seu potencial
antifangico e capacidade de controle sobre fungos patogénicos (Lima et al.,
2018).

Estudos indicam que as cetonas exercem um papel importante no
combate aos fungos patogénicos. Pesquisas conduzidas por Sigh et al. (2019)
demonstraram que essas substancias podem afetar o crescimento e
desenvolvimento dos fungos, inibindo sua germinacdo e crescimento micelial.
Além disso, algumas cetonas apresentaram atividade antifingica direta,
resultando na reducdo da viabilidade e sobrevivéncia dos patdgenos (Lima et
al., 2018).

A acdo antifungica das cetonas pode ocorrer por meio de diferentes
mecanismos. Elas podem interferir nas vias metabdlicas dos fungos, afetando a
sintese de proteinas e lipidios essenciais para o crescimento dos mesmos.
Além disso, as cetonas podem afetar a integridade da membrana celular dos
fungos (Lima et al., 2018; Sigh et al., 2019).
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Notavelmente, foram identificados cinco compostos idénticos produzidos
pelas bactérias na auséncia do fungo, sendo eles: etanol, acetato de etila,
acido acético, acetil metil carbinol e butane 2-3-diol. A presenca desses
compostos pode estar relacionada as condi¢cdes especificas do meio de
cultura, favorecendo sua producéo pelas bactérias estudadas. Além disso, as
caracteristicas metabdlicas proprias das bactérias podem influenciar na sintese
dessas substancias.

Na presenca do fungo, todas as bactérias, exceto Bacillus spp.,
produziram acetil metil carbinol. A bactéria Enterobacter spp. foi a Unica a
produzir acetato de etila. Além disso, tanto Enterobacter spp quanto
Cryseobacterium spp. produziram alcool isoamilico e butane-2-3-diol, assim
como na auséncia do fungo. O COV 2,3 butanodiol, ja relatado por Ryu et al.
(2004), foi produzido por Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens no
controle de Erwinia carotovora subsp. Carotovora.

Essas diferencas na producdo de compostos volateis pelas bactérias
podem estar relacionadas a interagcfes especificas entre as bactérias, o fungo
e 0 ambiente de cultivo. A presenca do fungo pode desencadear respostas
metabdlicas nas bactérias, resultando na producdo desses compostos (Figura
4).

Figura 4: Diagrama de Venn com o total de orgéanicos volateis produzidos
pelas bactérias endofiticas avaliadas na presenca do fungo identificados pelo
método HS-SPME por GC-MS, ap6s 10 dias de cultivo em meio NA.

Pseudomonas spp. Bacillus spp.

Com fungo
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Um crescente corpo de evidéncias aponta que 0S compostos organicos
volateis (COVs) produzidos pelas bactérias podem ser uma alternativa ao uso de
produtos quimicos para proteger as plantas de patégenos, proporcionando um
ambiente mais saudavel para as culturas e o meio ambiente (Kanchiswamy,
Malnoy, Maffei, 2015).

Neste estudo, foi observado que a presenca do fungo pode ter um
impacto significativo na producdo de COVs pelas bactérias, variando conforme a
espécie bacteriana em questdo. Algumas bactérias apresentaram reducdo na
producdo de COVs na presenca do fungo, enquanto outras nao foram afetadas.

O composto acetil metil carbinol foi detectado em todas as bactérias
avaliadas, independentemente da presenca do fungo, exceto no Bacillus spp.,
que nao o produziu na presenca do fungo. O acetil metil carbinol € uma
substancia volatil comumente usada em produtos alimenticios para intensificar
sabor e aroma. Acredita-se que sua producao esteja relacionada a fermentacao
alcodlica realizada pelas bactérias na conversdo do NA em glicose, com
presenca significativa de etanol.

Estudos anteriores ja demonstraram a eficacia do acetil metil carbinol no
controle de patégenos fangicos, como Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000, Monilinia laxa e Monilinia fructicola, além de sua capacidade de induzir
resisténcia sistémica em plantas (D'alexandro et al.,, 2014; Gotor-Vila et al.,
2017; Asari et al., 2016; Rudrapra et al., 2010).

Embora os compostos produzidos pelo fungo nédo tenham sido analisados
neste estudo especifico, os COVs desempenham um papel relevante na
regulacdo do ambiente microbiano e na comunicacdo entre microrganismos por
meio de vias de sinalizacdo inter e intracelular (Chandrasekaran; Paramasivan;
Sahayarayan, 2022). Quando em contato com o fungo, o Bacillus spp. pode
produzir compostos especificos através de mecanismos de competicdo para
garantir sua prépria sobrevivéncia e, consequentemente, inibir o crescimento do
fungo.

Destaca-se a relevancia dos resultados obtidos pelo Bacillus spp. néo
apenas por pertencer ao género amplamente relatado no biocontrole de
doencas, mas também por seu comportamento peculiar. Na auséncia do fungo,

esse isolado produziu alguns compostos comuns aos outros isolados analisados,



80

exceto pelo 6xido de etileno. Esse gas, quando aplicado em frutas, estimula a
producdo natural de etileno, acelerando o processo de maturacédo e induzindo
rotas sinalizadoras para a resisténcia induzida em plantas. No entanto, na
presenca do fungo, esse composto nao foi produzido.

Além disso, quando exposto ao fungo, o Bacillus spp. apresentou
alteracdes na composicao de seus compostos, com reducao significativa em sua

quantidade e mudancas em sua composicao (Tabela 2).
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Tabela 2:Compostos volateis produzidos pelas bactérias endofiticas antagonistas a Colletotrichum brevisporum na
auséncia/presenca do fungo identificados pelo método HS-SPME por GC-MS, ap6s 10 dias de cultivo em meio NA.

Id bactéria Composto produzido na
auséncia do fungo
E.homeachei Etanol
Hexanal
Butiraldeido

Acido 5-terc-butoxitiofeno-2-
carboxilico

Acetato de etila

Acido acético
Acetil metil carbinol
Alcool isoamilico
1-Octene

Acetaldeido 2,3-butano diol
acetal

4-etil-1,3-dioxolano

Butane-2,3-diol

Classe

Alcool

Aldeido
Aldeido

Acido carboxilico

Ester

Acido carboxilico
Alcool terciario
Alcool
Alqueno

Hemiacetal

Dioxolano

Glicois

Composto produzido na Classe
presenca do fungo

Dicloroisocianurato de sodio Composto
Organico Clorado

Alcool isoamilico Alcool
Pivalolactona Lactona
Acetaldeido 2,3-butano diol Acetal
acetal
5-1sopropil-2- Hidrocarboneto
metilbiciclo[3.1.0]hex-2-eno
Alfa-felandreno Hidrocarboneto
Acetil metil carbinol Alcool terciario
Butane-2,3-diol Glicois
1,3-Butanodiol Glicois



Dodecil sulfato de sodio
Acido palmitico
Glicerol 1-palmitato
P. geniculata Etanol
2-Pentanol
Acetato de etila

Acido acético

Acetil metil carbinol
Alcool isoamilico

Hept-1-eno

2,2-Dimethylcyclobutanone
1-Hexanol
dissulfeto de dimetil
Butane-2,3-diol
1,3-Butanediol

(2R,3R)-(-)-2,3-butanodiol

Alcool etilico

Sulfato
Acido graxo saturado
Ester de &cido graxo
Alcool
Eter
Alcool

Ester

Alcool terciario
Eter

Cetona

Alcool
Algueno
Cetona

Alcool

Composto
organossulfurado

Glicois

Glicois

Dioxido de carbono
Propeno-1,1-d2
Acetaldeido

Metil Isopropil Cetona

Diacetil
Acetil metil carbinol

Dissulfeto de dimetil

2-Nonanona
2-Heptanona
2-Undecanona
2-pentadecanona

2-Dodecanona

Isopreno
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Dioxido de carbono
Propeno-1,1-d2
Acetaldeido

Metil Isopropil
Cetona

Diacetil
Alcool terciario

Dissulfeto de
dimetil

Cetona
Cetona
Cetona
Cetona

Cetona

Isopreno



B. abus Etanol
2-butanona
Acetato de etila
Acido acético
Acetil metil carbinol
Isobutirato de etila
Butane-2,3-diol
Oxido de etileno
Etil 3-hidroxibutirato

Etil 2,6-dicloro-5-fluoro-piridina-
3-acetoacetato
C. camelliae Etanol

Acetato de vinil

Acetato de etila
Acido acético
PROPENO
4-Etil-3-tiossemicarbazida

Alcool isoamilico

Alcool
Cetona
Ester
Acido carboxilico
Alcool terciario
Ester
Glicois
Ep6xido
Ester

Ester

Alcool

Ester

Ester
Acido carboxilico
Alqueno
Tiossemicarbazona

Alcool

Penta-1,2-dieno
Trans-1,3-Pentadiene

3-Methyl-2-pentanone

Acetato de etila

Pentano

Isobutanol
Acido acético
Acetil metil carbinol
Alcool isoamilico

CIS-2-PENTENO

83

Algueno
Algueno

Cetona

Ester

Hidrocarboneto
alcano

Alcool
Acido carboxilico
Alcool terciario
Alcool

Alqueno



2-metil-1-butanol
Butane-2,3-diol
Feniletan-1-ol

Acetil metil carbinol

Alcool
Diol
Alcool

Alcool terciario

Hept-1-eno
1-Decene
Butane-2,3-diol
1,3-Butanediol

Feniletan-1-ol

84

Algueno
Algueno
Diol
Diol

Alcool aromatico
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Alguns compostos organicos volateis (COVs) tém demonstrado toxicidade
contra fitopatégenos, mas informacgdes sobre seu efeito in vivo e a contribuicéo
especifica de cada COV para o biocontrole ainda sdo escassas. Neste estudo,
embora os compostos identificados ndo tenham sido isolados e seus efeitos
diretos na reducdo do crescimento micelial e da severidade da antracnose em
frutos de mamao ndo tenham sido identificados, foram observados resultados
relevantes.

Um trabalho anterior realizado por Martins et al. (2019) avaliou o efeito in
vitro e in vivo de dois COVs, &cido 3-metilbutandico e acido 2-metilbutandico,
produzidos por Bacillus amylolicefaciens no controle da antracnose causada por
Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro. Esse estudo verificou a inibicdo do
crescimento micelial e o controle da antracnose, embora esses compostos
especificos ndo tenham sido observados no nosso estudo.

Os COVs tém a capacidade de fornecer uma réapida e precisa identificacao
de organismos vizinhos, permitindo a ativagcdo de propriedades especificas
relacionadas ao biocontrole. Pesquisas recentes relataram o amplo espectro de
atividades biolégicas dos COVs, incluindo atividades antifangicas, antibacterianas
e a funcdo eliciadora que promove a imunidade da planta, como os &cidos
jasménico e salicilico.

Em nosso estudo, foi observado que a bactéria Pseudomonas gineculata
produziu o dissulfeto dimetil, que apresentou efeitos bacteriostaticos contra dois
patébgenos bacterianos, Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium vitis. Essa
bactéria também produziu compostos difusiveis e quitinase, evidenciando seu
potencial biocontrolador.

E importante ressaltar que muitas espécies de Pseudomonas e Bacillus
tém sido utilizadas como agentes de biocontrole contra fitopatégenos, relatando-
se a producdo de COVs com atividade antibacteriana. Por exemplo,
Pseudomonas fluorescens WR-1 produziu COVs como benzotiazol e 1-metil
naftaleno com efeitos bacteriostaticos contra o patdgeno do tomate Ralstonia
solanacearum. Bacillus cepa D13 produziu alcool decilico e 3,5,5-trimetilhexanol
contra Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, enquanto Bacillus subtilis produziu
benzaldeido, nonanal, benzotiazol e acetofenona contra Clavibacter

michiganensis ssp. sepedonicus.
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A 2-undecanona, produzida por Pseudomonas geniculata neste estudo, ja foi
relatada em consoércio com outros COVs, como heptadecano e 2-tridecanona,
produzidos por Bacillus amyloliquefaciens SQR-9, no controle de Ralstonea
soleanacearum.

Além disso, o acetato de etila produzido por todas as bactérias na auséncia
do fungo e por Cryseobacterium spp na presenca do fungo demonstrou reducao
significativa no crescimento micelial do patdgeno, destacando seu potencial
biocontrolador. Outra substancia importante para a formacao de biofilme foi o
alcool fenetilico, produzido por Cryseobacterium spp. tanto na auséncia quanto na
presenca do fungo, o que sugere sua participacao na agregacao bacteriana.

A formacdo de biofilme € um processo complexo, onde os COVs podem
atuar como sinalizadores quimicos, permitindo a comunicacéo entre as bactérias
e a formacdo de estruturas de protecdo contra estresses ambientais e
competicdo. O Bacillus subtilis, em particular, € um importante modelo de estudo
para a formagdo de biofilme, sendo uma comunidade cooperativa com
diferenciacéo populacional de progenitores isogénicos especializados e producao
de macromoléculas que formam a matriz do biofilme.

Entretanto, mais pesquisas e estudos sobre a interacao planta-patégeno-
antagonista sdo necessarios para compreender quais compostos estao
diretamente relacionados ao biocontrole, formacéo de biofilme e como os COVs

podem ser utilizados de forma combinada para beneficio agricola.



87

REFERENCIAS

AGISHA, Valiya Nadakkakath et al. Broad-spectrum antimicrobial activity of
volatile organic compounds from endophytic Pseudomonas putida BP25 against
diverse plant pathogens. Biocontrol Science and Technology, v. 29, n. 11, p.
1069-1089, 2019.

ASARI, Shashidar et al. Multiple effects of Bacillus amyloliquefaciens volatile
compounds: plant growth promotion and growth inhibition of phytopathogens.
FEMS Microbiology Ecology, v. 92, n. 6, p. fiw070, 2016.

BIANCIOTTO, Valeria et al. Mucoid mutants of the biocontrol strain Pseudomonas
fluorescens CHAO show increased ability in biofilm formation on mycorrhizal and
non-mycorrhizal carrot roots. Molecular plant-microbe interactions, v. 14, n. 2,
p. 255-260, 2001.

BRANDA, Steven S. et al. A major protein component of the Bacillus subtilis
biofilm matrix. Molecular microbiology, v. 59, n. 4, p. 1229-1238, 2006.

BRANDA, Steven S. et al. Fruiting body formation by Bacillus subtilis.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 98, n. 20, p. 11621-
11626, 2001.

CALVO, H. et al. Potential of a new strain of Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 as
a biocontrol agent of postharvest fruit diseases. Food microbiology, v. 63, p.
101-110, 2017.

CAPPELLARI, Lorena del Rosario; BANCHIO, Erika. Microbial volatile organic
compounds produced by Bacillus amyloliqguefaciens GB03 ameliorate the effects
of salt stress in Mentha piperita, primarily through acetoin emission. Journal of
plant growth regulation, v. 39, p. 764-775, 2020.

CHENNIAPPAN, C. et al. Biocontrol efficiency of native plant growth-promoting
rhizobacteria against rhizome rot disease of turmeric. Biological Control, v. 129,
p. 55-64, 2019.

CHI, Mengshan et al. Increase in antioxidant enzyme activity, stress tolerance,
and biocontrol efficacy of Pichia kudriavzevii with the transition from a yeast-like to
biofilm morphology. Biological Control, v. 90, p. 113-119, 2015.

D'ALESSANDRO, MARCO et al. Volatiles produced by soil-borne endophytic
bacteria increase plant pathogen resistance and affect tritrophic interactions.
Plant, cell & environment, v. 37, n. 4, p. 813-826, 2014.

DAMASCENO, Caroline Lopes et al. Postharvest biocontrol of anthracnose in
bananas by endophytic and soil rhizosphere bacteria associated with sisal (Agave
sisalana) in Brazil. Biological Control, v. 137, p. 104016, 20109.



88

DANDURISHVILI, N. et al. Broad-range antagonistic rhizobacteria Pseudomonas
fluorescens and Serratia plymuthica suppress Agrobacterium crown gall tumours
on tomato plants. Journal of applied microbiology, v. 110, n. 1, p. 341-352,
2011.

DIGGLE, Stephen P.; WHITELEY, Marvin. Microbe Profile: Pseudomonas
aeruginosa: opportunistic pathogen and lab rat. Microbiology, v. 166, n. 1, p. 30,
2020.

DUKARE, Ajinath Shridhar et al. Exploitation of microbial antagonists for the
control of postharvest diseases of fruits: a review. Critical reviews in food
science and nutrition, v. 59, n. 9, p. 1498-1513, 2019.

FERNANDO, WG Dilantha et al. Identification and use of potential bacterial
organic antifungal volatiles in biocontrol. Soil Biology and Biochemistry, v. 37, n.
5, p. 955-964, 2005.

FIALHO, Mauricio Batista et al. Volatile organic compounds produced by
Saccharomyces cerevisiae inhibit the in vitro development of Guignardia citricarpa,
the causal agent of citrus black spot. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 26, p. 925-932, 2010.

GIORGIO, Annalisa et al. Biocide effects of volatile organic compounds produced
by potential biocontrol rhizobacteria on Sclerotinia sclerotiorum. Frontiers in
microbiology, v. 6, p. 1056, 2015.

GOUDJAL, Yacine et al. Biocontrol of Rhizoctonia solani damping-off and
promotion of tomato plant growth by endophytic actinomycetes isolated from
native plants of Algerian Sahara. Microbiological research, v. 169, n. 1, p. 59-65,
2014.

GOTOR-VILA, Amparo et al. Antifungal effect of volatile organic compounds
produced by Bacillus amyloliquefaciens CPA-8 against fruit pathogen decays of
cherry. Food Microbiology, v. 64, p. 219-225, 2017.

KADDES, Amine et al. Endophytic fungal volatile compounds as a solution for
sustainable agriculture. Molecules, v. 24, n. 6, p. 1065, 2019.

KANCHISWAMY, Chidananda Nagamangala; MALNOY, Mickael, MAFFEI,
Massimo E. Bioprospecting bacterial and fungal volatiles for sustainable
agriculture. Trends in Plant Science, v. 20, n. 4, p. 206-211, 2015.

KAUFRMAN, G. et al. Flat drops, elastic sheets, and microcapsules by interfacial
assembly of a bacterial biofilm protein, BsIA. Langmuir, v. 33, n. 47, p. 13590-
13597, 2017.

KOBAYASHI, Kazuo; IWANO, Megumi. BslA (YuaB) forms a hydrophobic layer on
the surface of Bacillus subtilis biofilms. Molecular microbiology, v. 85, n. 1, p.
51-66, 2012.

LAMARI, L. Assess 2.0: Image Analysis Software for Plant Disease Quantification;
American Phytopathological Society: St. Paul, MN, USA, 2002.



89

LIMA, G. et al. Antifungal activity of ketones: a review. Molecules, v. 23, n. 4, p.
910, 2018.

MASSAWE, Venance Colman et al. Volatile compounds from endophytic Bacillus
spp. have biocontrol activity against Sclerotinia sclerotiorum. Phytopathology, v.
108, n. 12, p. 1373-1385, 2018.

MARTINS, Samuel Julio et al. Microbial volatile organic compounds control
anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) in common bean (Phaseolus
vulgaris L.). Biological control, v. 131, p. 36-42, 2019.

OSSOWICKI, Adam; JAFRA, Sylwia; GARBEVA, Paolina. The volatile
antimicrobial power of rhizospheric isolate Pseudomonas donghuensis P482. PloS
one, v.12,n. 3, p. e0174362, 2017.

OSTROWSKI, Adam et al. YuaB synergistically functions with exopolysaccharide
and TasA amyloid fibers to enable biofilm formation in Bacillus subtilis. Journal of
bacteriology, v. 193, n. 18, p. 4821-4831, 2011.

RAJER, Faheem Uddin et al. Growth promotion of rice seedlings by Bacillus
species and suppression of bacterial leaf streak under greenhouse conditions.
Pathogens, v. 11, n. 11, p. 1251, 2022.

RAJER, Faheem Uddin et al. Volatile organic compounds produced by soil isolate
Bacillus subtilis FA26 induce adverse ultrastructural changes in Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus cells, the causal agent of bacterial ring rot of
potato. Microbiology, v. 163, n. 4, p. 523-530, 2017.

RAZA, Waseem et al. Volatile organic compounds produced by Pseudomonas
fluorescens WR-1 restrict the growth and virulence traits of Ralstonia
solanacearum. Microbiological research, v. 192, p. 103-113, 2016a.

RAZA, Waseem et al. Response of tomato wilt pathogen Ralstonia solanacearum
to volatile organic compounds produced by a biocontrol strain, Bacillus
amyloliquefaciens SQR-9. Scientific Reports, v. 6, n. 1, p. 1-13, 2016b.

RAZA, Waseem et al. Effects of volatile organic compounds produced by Bacillus
amyloliguefaciens on the growth and virulence traits of tomato wilt pathogen
Ralstonia solanacearum. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 100, p.
7639-7650, 2016c.

ROMERO, Diego et al. Uma proteina acessoria necessaria para ancoragem e
montagem de fibras amiloides em biofilmes de B. subtilis. Molecular
microbiology, v. 80, n. 5, p. 1155-1168, 2011.

RUDRAPPA, Thimmaraju et al. The elicitor acetoin from rhizobacteria induces
systemic resistance in Arabidopsis thaliana. Communicative & Integrative
Biology, v. 3, n. 2, p. 130-138, 2010.

RYU, Choong-Min et al. Bacterial volatile compounds induce systemic resistance
in Arabidopsis. Plant physiology, v. 134, n. 3, p. 1017-1026, 2004.



90

SAFDARPOUR, Fahime; KHODAKARAMIAN, Gholam. Evaluation of antagonistic
and growth-promoting activities of tomato endophytic bacteria challenged with
Verticillium dahliae under in vitro and in vivo conditions. Biological Journal of
Microorganism, v. 7, n. 28, p. 77-90, 2018.

SINGH, R. et al. The role of volatile organic compounds (VOCSs) in plant defense
against pathogens and herbivores: a systematic review. International Journal of
Molecular Sciences, v. 20, n. 6, p. 1458, 2019VLAMAKIS, Hera et al. Control of
cell fate by the formation of an architecturally complex bacterial community.
Genes & Development, v. 22, n. 7, p. 945-953, 2008.

WANG, Zhirong et al. Potential of volatile organic compounds emitted by
Pseudomonas fluorescens ZX as biological fumigants for controlling citrus green
mold in postharvest. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 69, n. 7, p.
2087-2098, 2021.

XIE, Shanshan et al. Antibacterial effects of volatile compounds produced by
Bacillus strains against Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Molecular plant
pathology, v. 19, n. 1, p. 49-58, 2018.

ZHENG, Li et al. Identification of volatile organic compounds for the biocontrol of
postharvest fruit spot disease in lychee. Postharvest Biology and Technology,
v. 155, p. 37-46, 2019.

ZHENG, Min et al. Antimicrobial effects of volatile compounds produced by two
antagonistic strains of Bacillus against mango postharvest anthracnose pathogen.
Biological Control, v. 65, n. 2, p. 200-206, 2013.



