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RESUMO

As medidas de manejo mais empregadas & Antracnose no feijoeiro, séo relacionadas ao uso de
cultivares resistentes e fungicidas. Entretanto, quando as praticas sao aplicadas de maneira
individual, exercem pressdo de selecdo e podem ocasionar a quebra de resisténcia de
cultivares. Diante dessa problematica, tona-se necessario o desenvolvimento de medidas
alternativas de controle para o manejo dessa doenca. A atividade antimicrobiana dos
compostos organicos volateis, foi comprovada em diversos estudos in vitro, apresentando
efeito sob diferentes patdgenos. Neste contexto, o uso das moléculas produzidas por
rizobactérias pode tornar-se uma técnica promissora para o controle de Colletotrichum
lindemuthianum. Objetivou-se avaliar in vivo as moléculas volateis emitidas por Bacillus
amylolicefaciens ALB629 e UFLA285 sob Colletotrichum lindemuthianum, assim como
identificar as moléculas por micro extracdo em fase sélida (SPME) acoplada a cromatografia
em fase gasosa com detec¢do por espectrometria de massa (GC-MS), como também avaliar o
efeito in vitro das moléculas identificadas. O ensaio in vivo foi realizado com plantas de feijao
cv. (Pérola) em vasos recobertos com sacos plasticos. As plantas foram expostas as moléculas
volateis por 72h, posteriormente, a suspensdo de Colletotrichum lindemuthianum foi aplicada
na parte aérea das plantas avaliadas semanalmente quanto a severidade da doenca, de acordo
com a escala de notas de Godoy. A identificagdo dos volateis foi realizada a partir das
bactérias por SPME-GC/MS. Os ensaios in vitro foram realizados em placas sobrepostas. No
primeiro ensaio, o disco de micélio de C. lindemuthianum foi adicionado e simultaneamente
10 puL de cada molécula pura individual e em combinacgdo dupla e tripla em disco de papel
filtro, inserido ao vértice oposto da placa ao patégeno. O desenvolvimento micelial foi
avaliado ao 11 dia ap6s o plagueamento. No segundo, C. lindemuthianum foi crescido em
meio Batata dextrose agar a 21°C durante 4 dias. Ao quarto dia foi medido o diametro do
patégeno e adicionado 10 uL de cada molécula pura individual e em combinacdo de duas a
duas e tripla. Diariamente, o crescimento micelial do patégeno foi avaliado, até o 7 (dap). Os
resultados encontrados no teste in vivo reduziram em (79-85%) a severidade da Antracnose
em respectivamente. A SPME-GC/MS identificou as moléculas, 3-hidroxi-2-butanona, acido
3-metilbutandico e acido 2-metilbutandico. Foi observada a inibicdo do crescimento fingico
para todos os tratamentos durante 11(DAP), exceto para a 3-hidroxi-2-butanona, quando
avaliada individualmente. Entretanto, o &cido 3-metilbutandico e &cido 2-metilbutandico,
isoladamente ou combinados, apresentaram controle de até 94% e 71%, em ambos ensaios
respectivamente. Resultado também verificado no controle positivo B. amylolicefaciens 629, a
inibicdo de 93% no primeiro ensaio e 63%. As moléculas com atividade toxica direta a C.
lindemuthianum e com potencial capacidade para controlar a antracnose em feijoeiro
representardo uma nova opg¢do de manejo da doenca, por exemplo, para erradicacdo do
patdgeno associado a semente em uma forma de expurgo.

Palavras-chave: Rhizobacterias; Antracnose; Biocontrole. COVs.



ABSTRACT

The management control most used to anthracnose in common bean are related to the
use of resistant cultivars and fungicides. However, when the practices are applied
individually, they exert selection pressure and may cause the resistance of the cultivars
to be broken. In view of this problem, it is necessary to develop alternative control
measures for the management of this disease. The antimicrobial activity of the COVs,
has been proven in several in vitro studies, showing effect under different pathogens.
In this context, the use of the molecules produced by rhizobacteria, may become a
promising technique for the control of Colletotrichum lindemuthianum. The objective
of this study was to evaluate in vivo the volatile molecules emitted by Bacillus
amylolicefaciens ALB629 and UFLA285 against Colletotrichum lindemuthianum, as
well as to identify the molecules by solid phase microextraction (SPME) coupled to
gas chromatography with mass spectrometry detection (GC-MS), as well as to
evaluate the in vitro effect of the molecules identified. The in vivo assay was
performed with cv. (Pérola) in pots covered with plastic bags. The plants were
exposed to volatile molecules for 72 h, later Colletotrichum lindemuthianum
suspension was applied to the aerial part of the plants, evaluated weekly for the
severity of the disease, according to Godoy's scale. The identification of the volatiles
was performed from the bacteria by SPME-GC / MS. In vitro assays were performed
on overlapping plates. In the first assay, the C. lindemuthianum mycelial disc was
added simultaneously to 10 uL of each individual pure molecule and in double and
triple combination on filter paper disk, inserted at the opposite apex of the plaque to
the pathogen. Mycelial development was evaluated at 11 days after plating. In the
second, C. lindemuthianum was grown in Potato dextrose agar medium at 21 ° C for 4
days. On the fourth day the diameter of the pathogen was measured and 10 pL of each
individual pure molecule was added and in combination of two and two and triple.
Daily, the mycelial growth of the pathogen was evaluated until 7 (dap). The results
found in the in vivo test reduced in (79-85%) the severity of Anthracnose in
respectively. SPME-GC/MS identified the molecules, 3-hydroxy-2-butanone, 3-
methylbutanoic acid and 2-methylbutanoic acid. Inhibition of fungal growth for all
treatments over 11 (DAP), except for 3-hydroxy-2-butanone, when evaluated
individually, was observed. However, 3-methylbutanoic acid and 2-methylbutanoic
acid, alone or in combination, showed up to 94% and 71% control, respectively.
Result also found in the positive control B. amylolicefaciens 629, inhibition of 93% in
the first assay and 63%. The molecules with direct toxic activity to C. lindemuthianum
and with potential ability to control anthracnose in common bean will represent a new
option of disease management, for example, to eradicate the pathogen associated with
the seed in a purge form.

Key words: Rhizobacteria; Anthracnose; Biocontrol. COVs.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro possui um papel econdmico importante na agricultura mundial,
principalmente no cenario nacional. Na safra 2018/2019, a area plantada no Brasil esta
estimada em 1.533,9 mil hectares resultando em uma producdo de 791,0 mil toneladas de
gréos de feijao (CONAB, 2018).

A presenca de sementes infectadas pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum agente
causal da Antracnose, quando utilizadas no plantio é um fator limitante a producédo da cultura
do feijoeiro. Sob condicBes favoraveis ao desenvolvimento da doenca, ocasionam perdas que
chegam a 90% na lavoura. Além disso, as sementes contaminadas sdo relatadas como a
principal forma de disseminacdo do patégeno a longas distancias. (GILLARD;
RANATUNGA, 2013).

O Colletotrichum lindemuthianum possui alta variabilidade genética e capacidade de
sobreviver em restos culturais, o que torna seu controle ainda mais desafiador. As medidas de
manejo mais empregadas sao relacionadas ao uso de cultivares resistentes e controle quimico.
Entretanto, quando as praticas sdo aplicadas de maneira individual, exercem pressdao de
selecdo e podem ocasionar a quebra de resisténcia da maioria das cultivares (MELOTTO;
BALARDIN; KELLY, 2000).

Diante do exposto, tona-se necesséario o desenvolvimento de medidas alternativas de
controle para 0 manejo da Antracnose. Os compostos volateis organicos apresentam baixo
peso molecular e possuem em sua composicao derivados de acidos graxos como terpendides e
fenilpropandides, que podem desempenhar sinais de comunicacao inter e intra-organismos em
geral (GOFF et al., 2002; LI et al., 2018). A atividade antimicrobiana dessas moléculas foi
comprovada em diversos estudos in vitro, apresentando efeito sob diferentes patdgenos
(LIARZI et al., 2016).

Alguns fatores influenciam diretamente na producgdo das moléculas volateis, entre eles,
0s mais relatados na literatura sdo as espécies dos microorganismos, a disponibilidade
nutricional do meio de cultura, pH e também a oferta de oxigénio (ROMOLI et al., 2014).

Devida a capacidade de alguns microorganismos produzirem uma diversidade de
compostos organicos volateis sdo empregados como modelos de estudo para a prospeccao de
compostos. Dentre os microorgZlanismos fungicos, Muscodor albus € comumente utilizado
como modelo para estudo de COVs. Dentre as bactérias, o género Bacillus € estudado pela
capacidade de muitas estirpes produzirem diferentes COVs. (HUTCHINGS et al., 2017;
YUAN et al., 2012).
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O avango do conhecimento dos compostos organicos volateis é atualmente
evidenciado pelo desenvolvimento de técnicas de bioprospecgdo eficientes, assim como
também de metodologias de avaliacdo do potencial de utilizacdo desses compostos
(MORATH et al., 2012). Diferentes metodologias sdo utilizadas para avaliar o efeito dos
COVs contra diferentes fitopatdgenos.

Para a anélise do efeito de moléculas volateis in vitro as técnicas mais empregadas sao
as placas bipartidas e placas sobrepostas (TAPWAL et al., 2011; MERCIER et al., 2007).
Para testes in vivo, sdo relatadas a utilizacdo dessas moléculas pelo processo de biofumigacéo
em diferentes plantas na pds colheita (BERTOLINI et al., 2017). Desta forma, objetivou-se
nesse estudo verificar o efeito dos compostos organicos volateis emitidos pelos Bacillus
amylolicefaciens ALB 629 e UFLA 285 contra Colletotrichum lindemuthianum in vivo, como
tambeém, verificar o efeito das moléculas acido 2-metilbutanoico, 3-hidroxi-2-butanona e

acido 3-metilbutanoico sob o desenvolvimento micelial do patdgeno in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Antracnose no feijoeiro

A cultura do feijoeiro possui um papel econdmico importante na agricultura mundial e
nacional. Com uma éarea cultivada de aproximadamente 1.533,9 hectares na safra 2018/2019,
estima-se que sejam colhidas uma producéo de 791,0 mil toneladas de grdos (CONAB, 2018).
Dentre as doencas que afetam a cultura, a Antracnose Colletotrichum lindemuthianum
(SACC. & MAGN.) SCRIB, destaca-se pelo seu potencial de reduzir drasticamente a
qualidade e a producdo dos grdos na lavoura. Sob condi¢cfes favoraveis ao patdgeno, pode
causar perdas de até 90% (GILLARD; RANATUNGA, 2013).

Colletotrichum lindemuthianum é um fungo hemi-biotrofico. A fase biotrofica é
caracterizada pela presenca das estruturas haustério e apressorio. Posteriormente, o patdgeno
assume a fase de transicao caracterizada pelo desenvolvimento de hifas menos espessas que
penetram nas células do tecido do hospedeiro. Por fim, o fungo estabelece sua fase
necrotréfica, caracterizada pela secre¢do de toxinas e enzimas liticas que degradam ou causam
a morte celular do tecido (MENDGEN et al., 2002).

O patdgeno possui duas fases reprodutivas distintas. A fase anamorfica (assexuada),
é caracterizada pela presenca de acérvulos que rompem a epiderme das folhas e liberam os
conidios produzidos nos conidi6foros. A fonte secundaria de infeccdo se da quando o0s
conidios dispersos pelo vento encontram um novo tecido. Sob condi¢des de umidade relativa
e temperatura favoraveis iniciam o processo infeccioso caracterizado pela germinagdo do
conidio, desenvolvimento e penetracdo do haustério no tecido (ISHIKAWA et al., 2010).

Em fase telomorfica (sexuada), o patdgeno produz uma estrutura de resisténcia
conhecida como peritécio que contém ascos capazes de produzir ascosporos. Os ascOsporos
séo relatados como a fonte priméria de infeccdo. Além disso, a presenca de peritécios permite
a permanéncia do patdgeno nos restos culturais dos campos de cultivo do feijoeiro. A
disseminacdo da doenca ocorre a curtas e longas distancias. A principal forma de
disseminacdo & curtas distancias € a dispersdo de conidios pelo vento. A longas distancias a
principal forma de disperséo € por sementes infectadas com a presenca de hifas dormentes do
patdgeno (RAVA et al., 1994).

Os sintomas caracteristicos da Antracnose podem ser encontrados em diferentes

estruturas da planta durante todo o estadio fenologico de Phaseolus vulgaris. Nas folhas, os
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sintomas caracteristicos sdo lesGes amarronzadas que se desenvolvem inicialmente nas
nervuras centrais e progridem, de acordo com a severidade da doenca a lesdes necroticas. Nas
vagens, a presenca de cancros deprimidos de coloracdo escura e parte central claras. No
peciolo, cancros de coloragdo marrom escura a negro. Nas sementes 0s sintomas sao lesdes
deprimidas de coloragéo escura. (BIANCHINI et al., 1997).

Figura 1. Ciclo do desenvolvimento da Antracnose.

ascésporos

germinagdo

desenvolvimento

ascésporo 2 a2
P conidios

o | { A : > penetragdo e
invasdo do tecido

. fase necrotréfica

Peritécio

(o\\\us,

N em
sintomos ® 1 gens

o™ ool
Fonte: retirada e modificada de De Silva et al. (2017).

O agente causal da Antracnose possui ampla distribuicdo geografica. De acordo com
Discovery life (2016), o C. lindemuthianum é encontrado em todos os continentes do mundo.
Além de ampla distribuicdo geografica o patdgeno possui alta variabilidade genética. Sdo
conhecidas mais de 100 racas diferentes e relatadas no Brasil, a presenca de mais de 40
(PADDER et al., 2017).

As medidas mais empregadas para o controle da doenca sdo baseadas na integragéo de
praticas de manejo. O uso de sementes livres do patdgeno, aplicacdo de fungicidas quimicos e
a utilizagcdo de variedades resistentes sdo estratégias importantes para 0 manejo da doenca.
Entretanto, quando sdo aplicadas de maneira individual, podem ocasionar forte presséo de
selecdo. Esse fato associado a alta variabilidade genética do patdgeno, ocasiona a quebra de
resisténcia e culmina na susceptibilidade da maioria das cultivares (SHARMA et al., 2007).

Nesse contexto, compostos volateis organicos possuem grande potencial para serem
empregados como uma alternativa no controle da Antracnose. Estudos descrevem a agéo

antimicrobiana desses compostos sob diferentes fitopatbgenos (BENNETT et al., 2015;
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SILVA et al., 2016). Além disso eles sdo liberados naturalmente no ambiente, o que
potencialmente possibilita uma alternativa de manejo de doengas menos nociva ao ambiente
(MORATH et al., 2012).

2.2 A produgcéo e a diversidade de compostos volateis emitidos por microorganismos

Compostos organicos volateis COVs, sdo combinagdes complexas de compostos
lipofilicos de baixo peso molecular, originados de diferentes vias Biosintéticas
(KANCHISWAMY et al., 2015). Quando s&o liberados por microorganimos, s&o
denominados (mMCOVSs). Na natureza, existe expressiva diversidade de microrganismos
produtores e emissores de mCOVs assim como também um ndmero de compostos
descobertos (LEMFACK et al., 2013).

A emissdo de compostos volateis emitidos por microrganismos pode ser influenciada
por muitos fatores. Os mais abordados sdo a disponibilidade de nutrientes do meio, pH, oferta
de oxigénio, assim como caracteristicas dos microorganismos emissores de COVs, como
também a via de biossintese desses compostos (ROMOLI et al., 2014).

Desta forma, a disponibilidade de nutrientes é um fator determinante na producdo de
compostos organicos volateis. O autor Wheatley et al. (1997), verificou a influéncia do fator
nutricional do meio de cultura na emissdao de COVs. As mesmas espécies de Trichoderma
foram crescidas em meio a4gar malte e meio minimo agar. A emissdo de compostos organicos
volateis era superior no meio de cultura agar malte , quando comparado ao meio agar
minimo. Ainda sob a disponibilidade nutricional, existe o relato do pH que pode atuar
modificando essa disponibilidade, resultando também na reducdo de producdo de COVs.
(ZECHMAN et al., 1995)

Outros fatores relevantes a serem considerados s@o a composicdo das colbnias de
microorganismos presentes no solo e a disponibilidade de oxigénio, que influenciam
diretamente na producdo de COVs. Em sistemas com baixas concentrac6es de 02, a producao
de compostos volateis € menor pela menor efetividade do processo de respiracdo (INSAM et
al., 2010).

Alguns compostos sdo produzidos por espécies de microrganismos. A molécula (s)-9-
methyldecan-3-ol é produzida por espécies dos géneros de bactérias Myxococcus e
Myxobacterium (DICKSCHAT et al.,, 2004; SOBIK et al., 2007). No entanto, outras
moléculas podem ser produzidas por diferentes géneros e espécies. Por exemplo, o volatil

acido meitl-2-butandico pode ser produzido por bactérias dos géneros Corynebacterium e
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Mycobacterium e ainda por diferentes espécies da bactéria Staphylococcus (MCNERNEY et
al., 2012; LEMFACK et al., 2016).

Existem microrganismos que séo utilizados como modelo de para o estudo de emissédo
de compostos volateis, por sua capacidade de produzir uma grande diversidade de moléculas.
Como um exemplo de modelo de producdo de compostos volateis por fungos, o agente
Muscador abulus € capaz de emitir diversos compostos volateis. Dentre eles, sdo comumente
relatadas as misturas de compostos acidos, ésteres, alcoois, cetonas hidrocarbonetos
aromaticos com uma abundéncia particular de 3-metil-1-butanol e derivados do 4acido
isobutandico (HUTCHINGS, et al., 2017).

Dentre as bactérias que produzem compostos organicos volateis, o género Bacillus se
destaca pela quantidade de espécies capazes de emitir um grande nimero de compostos. Nos
estudos de Yuan et al. (2012), foram detectados 36 compostos organicos volateis diferentes
emitidos por Bacillus amyloliquefaciens cepa NJN-6, dos quais foram detectados grupos
benzenos, alquilas, alcoois, cetonas, aldeidos, naftilos, éster e éter.

A diversidade de compostos volateis encontrados na natureza, é relacionado também
com as diferentes vias Biossintéticas em que esses compostos se originam
(KANCHISWAMY et al., 2015). De acordo com Schmidt et al. (2015), as principais rotas
metabdlicas de moléculas volateis foram descritas e agrupadas em (i) alcoois, (ii) aldeidos,
(iii) alcanos, (iv) compostos aromaticos, (v) ésteres, (vi) acidos graxos, (vii) isopropenos,
(viii) metilcetonas, (ix) monoterpenos, (x) compostos nitrogenados, (xi) sesquiterpenos e (Xii)
compostos de enxofre.

De modo geral, o conhecimento da diversidade e da producdo dessas moléculas pode
auxiliar na maior compreensdo do papel que elas exercem no ambiente, em interacdes
simbibnticas ou antagdnicas entre microorganismos e, até mesmo, na ativacdo de respostas
das plantas, atraves de inducdo de resisténcia e promoc¢édo de crescimento (BENNETT et al.,
2015 ; LEE et al., 2016a ; L1 et al., 2018b).

2.3 Compostos volateis como mediadoras de interagdes microorganismo-

microorganismo e microorganismo-planta

As moléculas volateis sdo capazes de mediar diferentes tipos de interagdes entre
microrganismos, antagdnicas ou simbidnticas, como também atuar na ativacéo de respostas de
defesa de plantas como inducéo de resisténcia, e promocéo de crescimento (LEMFACK et al.,
2016).
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Assim, 0s compostos organicos Vvolateis desempenham importante papel na
comunicacAo inter e intraespecificas de microrganismos (FARRE et al., 2017; LI et al., 2018a;
JONES et al., 2017). Volateis bacterianos do género Xanthomonas inibiram a atividade da
rede de comunicacdo (quorum-sensing) de bactérias do género Agrobacterium,
Chromobacterium, Pectobacterium e Pseudomonas (CHERNIN et al., 2011).

Os COVs possuem atividade direta toxica contra outros microorganismos. Estudos
comprovam a acdo de moléculas extraidas de extratos vegetais sob nematoides (JAVED et al.,
2008; BARROS et al., 2014; SILVA et al., 2018). E conhecida a atividade antifungica de
moléculas volateis organicas de microorganismos (BENNETT et al., 2015; QUINTANA-
RODRIGUEZ et al., 2018). No estudo de Strobel et al. (2001), o género Muscodor produziu
COVs com atividade antifungica em espécies de fungos causadores de doencas de grande
importancia econémica, como Rhizoctonia solani, Verticillum dahliae, Sclerotinia
sclerotiorum, dentre outros. A atividade antibacteriana dessas moléculas também é bem
abordada nos trabalhos de pesquisa de Xie et al. (2018), Houdkova et al. (2017) e Avalos et
al. (2018).

A inducdo de resisténcia sisttmica induzida (SIR) ou resisténcia adquirida (SAR) por
rizobactérias, também pode ser mediada por volateis (NAZNIN et al., 2014; RIEDLMEIER et
al., 2017; TAHIR et al., 2017b). O trabalho de Tahir et al. (2017b) demonstrou que COVs
emitidos por Bacillus spp. inibiram o crescimento de Ralstonia solanacearum em tabaco.
Além da acdo direta antibacteriana, atuaram na regulacao de expressdo de genes relacionados
a resisténcia a murcha bacteriana com provavel ativacdo de acido salicilico, culminando na
inducdo de resisténcia sistémica induzida (SIR).

Por fim, a promogdo de crescimento mediada por COVs ocorre em diferentes géneros
de fungos, sendo o género Trichoderma o mais estudado (HUNG et al., 2013; LI et al., 2018).
A promocdo de crescimento mediada por volateis produzidos por Trichoderma atroviride foi
relatada em Arabidopsis (LEE et al., 2016a). Alem dos fungos, bactérias do género Bacillus e
Pseudomonas também sdo importantes produtoras de volateis que podem atuar como
promotores de crescimento (ASARI et al., 2016; RATH et al., 2018; HERNANDEZ-LEON et
al., 2015). A emissdo de COVs por Bacillus amyloliquefaciens mediou a promogédo de

crescimento em plantas de tomate (TAHIR, et al., 2017a).

O conhecimento dos mecanismos acdo que essas moléculas podem exercer sob a
ampla gama de microorganismos descritos, assim como o seu papel na ativagdo do sistema

de resposta das plantas (inducdo de resisténcia e promogéo de crescimento), foi possibilitado
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principalmente pelo avango das técnicas de prospeccdo de moléculas e posteriores
metodologias desenvolvidas para andlise dos efeitos dos COVs em diferentes
microorganismos (MORATH et al., 2012; RATH et al., 2018).

2.4 Compostos volateis e o potencial de exploracdo préatica dos COVs contra
fitopatogenos

O avango nas pesquisas sobre moléculas volateis € evidenciado em um banco de
dados, proposto por Lemfack et al. (2016), atualmente com registro de 480 microrganismos
englobando bactérias e fungos que produzem aproximadamente 1000 moléculas diferentes. O
conhecimento dessas moléculas volateis e posteriores estudos sobre suas aplicacfes, foram
viabilizados pelo refinamento de técnicas de prospec¢do moléculas (MORATH et al., 2012).

Atualmente, a técnica mais utilizada para prospec¢do de moléculas volateis é a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC - MS), que através de
processos analiticos, garante com grande precisdo a detec¢édo e identificacdo de moléculas em
estado gasoso.

A metodologia mais utilizada para avaliagdo do potencial de compostos volateis contra
patdgenos € a de placas bipartidas. A eficiéncia da técnica é relatada principalmente pela
divisdo central, em que restringe a interacdo ndo gasosa, mas permite pela difusdo passiva, a
passagem dos COVs para os dois compartimentos (RATH et al., 2018).

Também ¢é evidenciada a utilizacdo de placas bipartidas para o manejo de
fitopatdgenos de solo. A técnica de dgua toxica desenvolvida por Barros et al. (2014), expde a
agua aos compostos organicos volateis e a mesma retém os VOCs. A atividade nematicida
dessa técnica é verificada quando os nematoides entram em contato com a agua toxica
ocasionando a imobilidade de J2, assim como também a reducédo da eclosdo de ovos.

N&o sé a atividade antimicrobiana pode ser testada pela metodologia das placas
bipartidas. Na recente abordagem de LI et al. (2018b), o potencial de promocéo de
crescimento de volateis emitidos por Verticillium sp, sob plantas de Arabidopsis thaliana
desenvolvidos por essa prética.

Outra metodologia descrita para avaliar os compostos volateis, placas de dimensdes
maiores que recobrem placas de dimensGes menores e permitem a separacdo fisica de
moléculas volateis e 0 meio. Na metodologia realizada por Sharifi et al. (2016) uma placa de
90 mm de didmetro englobando a placa de 40 mm de diametro foi empregada para avaliar o

efeito de mCOVs produzidos por B. subtilis sob a germinacéo de esporos de Botritys cinerea.



19

A utilizacdo da técnica de placa inversa (DENNIS; WEBSTER, 1971), é abordada em
ensaios envolvendo moléculas volateis. No trabalho de Tapwal et al. (2011) a utilizacdo da
técnica permitiu a avaliacdo de volateis produzidos por Trichoderma atroviride sob o0s
patogenos Alternaria solani, Rhizoctonia solani, Curvalaria luneta, Fusarium oxyporum. De
acordo com Da paz et al. (2016), o controle de Rhizoctonia solani em tabaco ocorreu pela
acdo de compostos organicos volateis emitidos por fungos das espécies Trichoderma viride,
Trichoderma harzianum, Aspergillus niger, género Penicillium spp. e pela bactéria Bacillus
subtilis.

Uma abordagem mais atual da utilizacdo de moléculas volateis de maneira pratica é a
biofumigacdo ou fumigacéo bioldgica (MERCIER et al., 2005). O emprego de moléculas
volateis para o controle de patdgenos de pds colheita também estdo sendo abordadas.
Boukaew et al. (2018) verificou o efeito de moléculas volateis emitidas por Streptomyces
philanthi RM-1 contra o patégeno C. goreosporioides. A exposi¢do do fruto do pimentdo aos
COVs mostrou eficiente no controle da antracnose como técnica de aplicagdo em pos colheita.

Vérias técnicas de encapsulacdo de moléculas volateis foram desenvolvidas e sdo
empregadas em escala industrial, dentre elas, o processo de atomizacdo denominado como
“Spray Drying” ¢ utilizado de maneira mais eficaz a principios ativos volateis (BANG et al.,
1990). Um exemplo bem-sucedido na fitopatologia foi a utilizacdo da técnica para encapsular
Bacillus amyloliquefaciens CPA-8 e utilizagdo do potencial de controle sob Monilinia spp. em
campo com baixa pressdo de indculo e efeito mais significativo quando testado em condicdes
de Pos colheita (GOTOR-VILA et al., 2017).

A aplicacdo das moléculas volateis emitidas por microorganismos pode se extrapolar a
testes in vitro, possibilitando uma abordagem pratica no manejo de doencas em que 0
patdgeno é de dificil controle. Nesse sentido, 0s compostos volateis possuem grande potencial
para constituirem o sistema de manejo integrado de doencas de plantas, seja em forma de
expurgo de sementes ou até mesmo como ativadoras do sistema de resposta de plantas, por
inducdo de resisténcia como tambeém por promocéo de crescimento. (STROBEL et al., 2001;
RIEDLMEIER et al., 2017; LEE et al., 2016a).
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

- Identificar o efeito das moléculas volateis produzidas pelos isolados de rizobactérias:
Bacillus amylolicefaciens ALB629 e UFLAZ285 in vitro, detectar por SPME-GC / MS as
principais moléculas emitidas por ambos Bacillus. Por fim, verificar o efeito in vitro das

moléculas sintetizadas sob o desenvolvimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Obtencao dos isolados C. lindemutianum e Bacillus ALB629 e UFLA285

Bacillus amylolicefaciens ALB629 foi obtido por isolamento endofitico de plantas de
cacauero e Bacillus amylolicefaciens UFLA 285, da rizosfera de lavouras de algoddo. As
bactérias foram depositadas no Centro de Ciéncia do Cacau em Itajuipe BA, e no Laboratorio
de Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Preservadas em peptona glicerol
a -80°C. Antes de cada ensaio, cultivadas em placas de Petri contendo meio agar nutriente e
incubadas a (28°C) durante 48 horas. O isolado LV175 de Colletotrichum lindemuthianum
raca 65, foi obtido do Departamento de Biologia da UFLA, crescido em placas de Petri

contendo o meio Batata Dextrose Agar e incubados em BOD a 21°C.

4.2 Teste in vivo

O experimento in vivo foi conduzido em camera de crescimento com temperatura
monitorada e irrigacdo mantida de acordo com a capacidade de campo. Foram utilizados
vasos de vidro recobertos por papel aluminio. As sementes de feijdo cv. (Pérola) foram
desinfestadas superficialmente (alcool 70%) durante 1 min e hipoclorito (10%) por dois
minutos, posteriormente realizada a triplice lavagem com &gua esterilizada. Utilizadas duas
plantas por vaso, com a relacédo de (2:1) terra e areia.

Para analisar o efeito das moléculas volateis produzidas por Bacillus, células
bacterianas foram transferidas para o meio de cultura nutriente agar liquido, mantida em mesa
agitadora durante 24h. A suspensdo bacteriana foi ajustada & 1x10® UFC mL™ e
posteriormente transferida para eppendorfs de 1,5 ml. Em cada vaso, foram adicionados 3
eppendorfs contendo a suspensdo bacteriana de cada tratamento e agua como controle
negativo. Posteriormente, os vasos foram vedados com sacos de plastico e fita adesiva,
evitando a dissipacdo e mantendo as plantas de feijdo expostas aos compostos organicos
volateis durante 72h. Ap6s 72 h, os sacos de plasticos foram removidos e a suspensao de C.
lindemuttianum & concentracéo 1x10° esporos mL™, aplicada na parte aérea das plantas.

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com quatro
repeticdes por tratamento, definidos como: T1- Bacillus amylolicefaciens ALB629 + C.
lindemuttianum , T2- Bacillus amylolicefaciens UFLA285 + C. lindemuttianum, T3- agua +

C. lindemuttianum e T4- agua sem a inoculacdo de C. lindemuttianum. Apo0s sete dias,
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avaliou-se semanalmente a severidade da doenca, conforme a escala desenvolvida por Godoy
et al., (1973) e os dados foram transformados de acordo com McKinney et al., (1923) para

gerar a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

4.3 ldentificacdo de moléculas volateis

As suspensdes bacterianas foram obtidas através da concentragdo 1x10°,
posteriormente foram transferidos 100 puL de cada suspensdo para tubos de 20 ml SPME
incubados no periodo de 11 dias sob a temperatura de 21°C para a andlise das moléculas
volateis. Como controle positivo, tubos contendo o meio NA foram utilizados. Os picos
captados nas amostras bacterianas ndo presentes na amostra controlem foram detectados pela
comparacdo do espectro obtido com os espectros presentes na biblioteca de espectros de
massa e comprovados pela comparacdo dos indices de retencdo experimentais (Rl Exp.) Com
os da literatura (RI Lit.).

4.4, Adaptacao da metodologia de placas sobrepostas e utilizacdo de moléculas puras
para detec¢do de mecanismos de acao

A metodologia foi desenvolvida em duas etapas. A primeira, a utilizacdo das
moléculas sob a placa de Petri, sem o papel filtro. A segunda, com a adicdo de papel filtro

autoclavado (Figura 2).

Figura 2 — Metodologia de placas sobrepostas.

Legenda: A — moléculas volateis aplicadas diretamente a placa; B — moléculas volateis
aplicadas em papel filtro.
Fonte: Da autora (2018).

As moléculas foram testadas em um Unico disco de papel, e de maneira separada em
discos de papel. A primeira metodologia foi realizada com o teste das moléculas na relacdo a

diluicdo, foram avaliados de 10 a 400 ppm das moléculas dissolvidas em agua esterilizada.
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Com o objetivo de apenas verificar o provavel efeito antimicrobiano das trés moléculas, a
metodologia utilizada foi baseada na metodologia de Yuan et al., (2012), em que a acdo
fungicida das moléculas produzidas por Bacillus, sintetizadas pela empresa Sigma-Aldrich e
testadas de maneira pura na quantidade de 100 pL.

Como adaptacdo da concentracdo para este estudo, foram aplicadas 10 puL  das
moléculas puras &cido 2-metilbutanoico (102.3 g mol™ & 98%) e 3-hidroxi-2-butanona (88.8
g mol™ & 95%) e &cido 3-metilbutanoico (102.3 g mol™ & 95%) sob Coletrochicum

lindemutianum, sintetizadas pela empresa Sigma-Aldrich.

45 &acido 2-metil butanodico, 3-hidroxi-2-butanona e acido 3-metilbutanoico sob o

desenvolvimento inicial do patégeno

Para a avaliacdo das moléculas volateis sob o desenvolvimento inicial do patégeno,
discos de micélio foram colocados no centro da placa contendo meio Batata Dextrose Agar. O
diametro de cada disco foi medido e simultaneamente adicionadas as moléculas. A quantidade
de 10 pl de cada molécula individual e também em combinacdo de duas e trés moléculas em
discos de papel de filtro colocados no vértice oposto da placa de Petri ao patdgeno.

Para o controle positivo utilizou-se a bactéria Bacillus amylolicefaciens ALB629
cultivada em meio MB1. As células foram transferidas para meio liqguido MB1 mantido sob
agitacdo a 120 rpm e temperatura de 28c durante 24 horas. 100 ul da suspensdo bacteriana
ajustada & 1x10°, foram transferidos para o apice oposto da placa de Petri ao patégeno,
contendo meio MB1. Como controle negativo, aplicados 100 ul de &gua.

Foram utilizados sete tratamentos e quatro repeti¢fes, dispostos em delineamento de
blocos ao acaso: T1. 3-hidroxi-2-butanona T2. &cido 3-metilbutanoico T3. 4&cido 2-
metilbutandico T4. 3-hidroxi-2-butanona + 4&cido 3-metilbutanoico T5. a&cido 3-
metilbutanoico + acido 2-metilbutandico T6. 3-hidroxi-2-butanona + acido 3-metilbutandico
T7. 3-hidroxi-2-butanona + acido 3-metilbutanoico + acido 2-metilbutandico. O crescimento
micelial foi avaliado em 1, 3, 6, 9 e 11 dias ap0s o plaqueamento (DAP) e os dados expressos

em mm.

4.6 Efeito das moléculas acido 2-metil butandico, 3-hidroxi-2-butanona e &cido 3-

metilbutanoico sob o patdgeno estabelecido
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No experimento in vitro, o patdgeno foi previamente cultivado por 4 dias. No quarto
dia, o diametro foi medido e 10 pl de cada molécula foram adicionados individualmente e em
combinacbes, em discos de papel de filtro colocados no apice oposto da placa de Petri ao
patogeno. Para o controle positivo, utilizou-se a bactéria Bacillus amylolicefaciens ALB629
cultivada em meio MB1. As células foram transferidas para meio liquido MB1 mantido sob
agitacdo a 120 rpm e temperatura de 28 durante 24 horas. 100 pl da suspenséo bacteriana na
concentracdo 1x108, foram transferidos para o &pice oposto da placa de Petri para o patégeno,
contendo meio MB1.

Como controle negativo, aplicados 100 ul de &gua. Foram utilizados sete tratamentos e
quatro repeticGes, dispostos em delineamento de blocos ao acaso: T1. 3-hidroxi-2-butanona
T2. 4cido 3-metilbutanoico T3. &cido 2-metilbutandico T4. 3-hidroxi-2-butanona + &cido 3-
metilbutanoico T5. &cido 3-metilbutanoico + &cido 2-metilbutandico T6. 3-hidroxi-2-
butanona + &acido 3-metilbutandico T7. 3-hidroxi-2-butanona + &cido 3-metilbutanoico +
acido 2-metilbutanoico. O crescimento micelial foi avaliado em 0, 1, 3, 5, 7 dias ap6s o quarto

(DAP) e os dados expressos em mm.

4.7 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, Minas Gerais, Brasil. O delineamento experimental em blocos ao acaso, foi
utilizado com 5 e 4 repeticBes para os testes in vitro e in vivo, respectivamente. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia bidirecional e unidirecional (ANOVA) para testes in
vitro e in vivo, respectivamente. Os testes de Duncan (P = 0,05) foram aplicados para meios
significativos quando necessario. Para todas as analises, 0s pressupostos de normalidade de
variancia foram verificados pelo teste de Shapiro-Wilke nenhuma transformagéo
foi realizada. Os programas Sisvar e RStudio foram utilizados para analises estatisticas (Sivar
Verséo 5.6, Build 86; RStudio versao 3.0.1).


http://www.dex.ufla.br/~danielff/programas/sisvar.html
http://www.dex.ufla.br/~danielff/programas/sisvar.html
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste in vivo

Os compostos organicos volateis emitidos por ambas rizobactérias controlaram a
antracnose in vivo, reduzindo a AACPD em 79-85% para Bacillus amylolyquefaciens

ALB629 e Bacillus amylolyquefaciens UFLA285, respectivamente (P <0,001) (Figura 3).

Figura 3 - Teste in vivo do efeito dos COVs sob C. lindemutianum. *** Significativo no
nivel de probabilidade de 0,001 de acordo com o teste de Tukey. (Meios de dois experimentos
de quatro repeticdes de dez mudas cada). A linha em cada ponto representa + SE
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A reducdo do progresso da doenca em relacdo ao tempo nesse estudo, sugere que 0s
compostos volateis emitidos por Bacillus amyloliquefaciens que foram posteriormente
identificados como 3-hidroxi-2-butanona e os &cidos 3-metilbutandico e 2-metilbutandico
podem ter relacdo com a inducdo de resisténcia sisttmica do feijoeiro a Colletrochicum
lindemutianum.

De acordo com Shafi et al. (2017), a inducdo de resisténcia desencadeada por
compostos volateis produzidos por Bacillus spp. pode atuar na ativacdo do sistema de defesa
de diferentes espécies de plantas, contra patégenos fungicos e bacterianos. As moléculas

derivadas da via de cetonas, sdo capazes de promover a inducgédo de resisténcia. A agéo de 2-
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butanona para a inducdo de resisténcia em plantas de  pepino a Pseudononas syringae pv.
lacrimonios foi relatada por Song et al. (2013), como também a aplicagdo da molécula 3-
hidroxi-2-butanona emitida por B. subtilis desencadeou em plantas de Arabidopsis spp.
resisténcia sistémica induzida para Pseudomonas syringae pv. tomato (RUDRAPPA et al.,
2010).

A resisténcia promovida em plantas de feijdo por moléculas volateis contra
Coletrochicum lindemutianum foi relatada. O autor Quintana-Rodriguez et al. (2015),
descreveu que moléculas provindas da cultivar resistente a Coletrochicum e introduzidas na
cultivar susceptivel, ativaram o sistema de defesa da planta de feijdo. A indugdo de resisténcia
adquirida foi verificada pelo aumento da expressao dos genes PR-1, PR-2 e PR-4 relacionados
a resisténcia das plantas na cultivar suscetivel.

Além disso, as moléculas podem ter contribuido com a inducdo de crescimento do
feijoeiro, desempenhando um ganho adicional na supressdo da doenca. Choudhary et al.
(2009), constataram que as moléculas 2,3-butanodiol e 3-hidroxi-2-butanona, emitidas por B.
subtilis GB03 e B. amyloliquefaciens IN937a, promoveram crescimento em Arabidopsis.

Outro fato a ser considerado, € Colletotrichum lindemuthianum é um fungo hemi-
biotréfico e utiliza as estruturas haustorio e apressorio para a penetracao e infecgdo do tecido
do hospedeiro (MENDGEN et al., 2002). As moléculas 3-metilbutandico e 2-metilbutandico
podem ter atuado sob as estruturas de penetracdo do patdgeno, de acordo com a utilizagdo de
acido 12-metiltetradecandico inibiu a formacdo do apressorio do patdgeno do arroz,
Magnaporthe oryzae (JEON et al., 2010).

5.2 Identificacdo de moléculas volateis

Nesse estudo, foram detectadas pela técnica de cromatografia gasosa os acidos 2-
metlbutanoico, 3-metilbutanoico e 3-hidroxi-2-butanona. A molécula 3-hidroxi-2-butanona,
apresentou maior pico em relacdo a &cido 3-metilbutandico e 2-metilbutandico, conforme
(Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo das moléculas volateis por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

amostrah
moléculas RIExp. RILit* Match. (%) ALB629 UFLA285
3-hidroxi-2-butanona 713 710 92 VAW W
acido 3-metilbutandico 867 876 90 + +

acido 2-metilbutandico 878 884 92 v A




27

massa (GC-MS).

Legenda: ® indices de retencdo experimentais e "amostras; Pico de intensidade das moléculas volateis;
wy alta intensidade; v baixa intensidade.
Fonte: retirada de Martins et al., (2016).

De acordo com o autor Farré et al. (2016) os grupos de compostos comumente
encontrados em emissdes de rhizobactérias estdo classificados em alcenos, cetonas e alcoois.
Assim como, as moleculas 2-metilbutandico e &cido-3-metilbutanoico, sdo relatadas como
parte do arsenal das 37 moléculas volateis produzidas por diferentes isolados de
Bacillus amyloliquefaciens, B.cereus e B.subtilis quando realizada a deteccdo de
compostos volateis in vitro no trabalho realizado por (CHAVES-LOPEZ et al., 2015). Como
também, a producdo da molécula volatil acido-3-metilbutandico foi relatada na emissdo da
estirpe Bacillus pumilus L1 (LEE et al., 2016b).

Como nos resultados encontrados nesse estudo em que 3-hidroxi-2-butanona foi
detectada em maior quantidade entre as moléculas emitidas pelas estirpes de
B. amyloliquefaciens, Chaves-Lopez et al. (2015), relata a produgdo em maior abundéncia de

volateis do grupo cetona pelos diferentes isolados de Bacillus.

5.3 Adaptacdo da metodologia de placas sobrepostas e utilizagdo de moléculas puras
para detec¢do de mecanismos de acao

As moléculas, a 500 ppm por ambas metodologias ndo tiveram efeito sob o
desenvolvimento micelial do patdgeno. Ao passo que, quando utilizada a técnica do papel
filtro autoclavado, a dosagem selecionada de 10 pL para o teste da acdo das moléculas sob o
patégeno Colletrochicum lindemutianum, em relagdo a metodologia das placas sem a
utilizacdo do papel filtro, se mostrou mais eficiente, observando os resultados de inibicdo,
determinados ao 11 DAP.

5.4 Efeito das moléculas acido 2-metil butanoico, 3-hidroxi-2-butanona e &acido 3-

metilbutanoico sob o desenvolvimento inicial do patégeno

Para as moléculas testadas, quando aplicadas individualmente ou em combinacdo,
apresentaram inibicdo para o patégeno C. lindemutianum a partir do primeiro DAP. Para as
moléculas 2-metilbutandico e 3-metilbutandico a inibicdo do crescimento, quando testados

individualmente ou em combinacdo, reduziram o crescimento micelial do patdgeno a partir da
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primeira avaliagdo. Ao 11 DAP a reducdo foi de 94%. Esse resultado se assemelha com o
resultado encontrado no controle positivo B. amylolicefaciens ALB629.

Entretanto, a molécula 3-hidroxy-2-butanona, ndo foi efetiva na inibicdo do
crescimento do patdgeno quando avaliada individualmente, a redugdo apenas foi encontrada
quando a molécula foi plicada em combinagdo com as moléculas 2-metilbutanoico e 3-
metilbutanoico, que reduziram o crescimento micelial, quando testadas individualmente
(Figura 4 e 6).

Figura 4 - Boxplot para o efeito das moléculas &cido 2-metilbutanoico, 3-hidroxi-2-butanona e
acido 3-metilbutanoico sob o desenvolvimento inicial do patégeno avaliado aos
11(dap). *** Significativo no nivel de probabilidade de 0,005 de acordo com o teste
de Tukey. (Meios de dois experimentos de quatro repeti¢des de cinco placas cada).
A linha em cada ponto representa + SE
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Tratamentos
Legenda: M1. 3-hidroxi-2-butanona; M2. 3-metilbutanéico; M3. 2-metilbutandico; H20. agua; M12.

3-hidroxi2-butanona + 3-metilbutandico; M23. 3-metilbutandico + 2-metilbutandico; M13. 3-hidroxi-
2-butanona + 3-metilbutandico; ALB. Bacillus ALB629; M123. 3-metilbutandico + 2-metilbutandico
+ 3-hidroxi-2-butanona.
Fonte: Da autora (2018).

Huang et al. (2015) evidenciou o efeito da molécula acido 2-metilbutanoico (acido 3-
metilbutanoico), na inibicdo do crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Em relagdo a 3-hidroxi-2-metilbutanona, a ndo inibicdo do crescimento micelial do
patogeno, Yuan et al. (2012) utilizou as moléculas 2-tetradecanona e a 2-pentadecanona néo
mostraram efeitos antifingicos contra F. oxysporum, mesmo quando utilizadas ndo diluidas
em &gua e em altas concentracdes. Entretanto, a utilizacdo dessa molécula para promocgéo de

crescimento, foi encontrada nos estudos de Ping et al. (2004).
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Figura 6 - Resultado da inibicdo do crescimento micelial do patégeno C. lindemutianum ao 11
(dap).

Legenda: A. 3-hidroxi-2-butanona; B. 3-metilbutandico; C. 2-metilbutandico; D. agua; E. 3-hidroxi-2-
butanona + 3metilbutandico; F. 3-metilbutandico + 2-metilbutandico; G. 3-metilbutandico; H.
Bacillus ALB629; I. 3-Metilbutandico + 2-metilbutandico + 3-hidroxi-2-butanona.

Fonte: Da autora (2018).

5.5 Efeito de acido 2-metil butandico, 3-hidroxi-2-butanona e acido 3-metilbutanoico sob

C. lindemutianum ao 4 (dap)

Quando as moléculas foram aplicadas individualmente ou de maneira combinada, a
inibicdo do patdégeno C. lindemutianum, foi constada a partir de 1 DAP. As moléculas 2-
metilbutandico e 3-metilbutandico, diminuiram o crescimento do patdgeno em 71 e 69 %
respectivamente. Entretanto, a molécula 3-hidroxy-2-butanona, ndo foi efetiva na reducéo do

crescimento micelial do patogeno (Figuras 5 e 7).
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Figura 5 - Boxplot para o efeito do &cido 2-metil butanoico, 3-hidroxi-2-butanona e acido 3-
metilbutanoico patdgeno estabelecido ao 7 (dap). ***Significativo no nivel de
probabilidade de 0,005 de acordo com o teste de Tukey. (Meios de dois
experimentos de quatro repeticdes de cinco placas cada). A linha em cada ponto
representa representa + SE.
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Legenda: M1. 3-hidroxi-2-butanona; M2. 3-metilbutandico; M3. 2-metilbutanoico; H20. agua; M12.
3-hidroxi2-butanona + 3-metilbutanoico; M23. 3-metilbutandico + 2-metilbutanéico; M13. 3-hidroxi-
2-butanona + 3-metilbutanodico; ALB. Bacillus ALB629; M123. 3-metilbutandico + 2-metilbutanoico
+ 3-hidroxi-2-butanona.
Fonte: Da autora (2018).

A inibicdo na germinacdo de esporos foi encontrada para volatil &cido nonandico
produzido por Trichoderma harzianum, que reduziu em 70% para M. roreri, 75% para C.
perniciosa e 84% para T. harzianum (ANEJA et al., 2005). Além disso, 0 mesmo autor relata
a
inibicdo micelial para os trés patdgenos com a utilizacdo da mesma molécula.

A inibicdo do crescimento de Verticillium dahliae, Rhizoctonia fragariae, R. solani,
Phytophthora fragariae e Pythium sp., quando expostas a vapores de acido butirico foi
encontrada por (BROWNING et al., 2006).

Em relacdo a 3-hidroxi-2-metilbutanona, a né&o inibicdo do crescimento micelial do
patdgeno, Yuan et al., (2012) utilizou as moléculas 2-tetradecanona e a 2-pentadecanona nao
mostraram efeitos antifingicos contra F. oxysporum, mesmo quando utilizadas ndo diluidas
em
agua e em altas concentracdes. Entretanto, a utilizacdo dessa molécula para promocao de

crescimento, foi encontrada nos estudos de Ping et al. (2004).
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Figura 7 - Resultado da inibicdo do crescimento micelial do patdégeno C. lindemutianum ao 7
(dap).

Legenda: A. 3-hidroxi-2-butanona; B. 3-metilbutandico; C. 2-metilbutandico; D. &gua; E. 3-hidroxi-2-
butanona + 3metilbutandico; F. 3-metilbutandico + 2-metilbutandico; G. 3-metilbutandico; H.
Bacillus ALB629; I. 3-Metilbutandico + 2-metilbutandico + 3-hidroxi-2-butanona.

Fonte: Da autora (2018).
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6. CONCLUSAO

A reducdo da Antracnose in vivo pelos volateis produzidos por Bacillus spp. pode estar
relacionada com a ativacdo do sistema de defesa da planta tanto por inducédo de resisténcia
como por promogdo de crescimento pela exposi¢do aos compostos organicos volateis.

As moléculas identificadas por micro extracdo em fase sélida (SPME) acoplada a
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massa, foram 4&cidos 2-
metlbutandico, 3-metilbutanoico e 3-hidroxi2-butanona.

A molécula 3-hidroxi-2-butanona, ndo reduziu o crescimento micelial do patdégeno in
vitro, entretanto acido 2-metil-butandico e &cido 3-metil-butandico sintetizados, reduziram o

crescimento Colletotticuum lindemuthianum em até 93%.
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