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Introducio

A incidéncia de fungos na viticultura causa perdas econdmicas € compromete a
qualidade de uvas e de seus derivados (Welke, 2019). Nas regides vitivinicolas, as condi¢des
ambientais podem favorecer o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, condi¢do que pode
ser intensificada pelas mudancas climéaticas. Entre os principais fungos relatados em uvas
estdo Colletotrichum acutatum, Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus westerdijkiae e Penicillium expansum. Além das perdas
decorrentes da deterioracdo, algumas espécies apresentam relevancia toxicologica devido a
produgdo de micotoxinas. Destacam-se A. carbonarius ¢ determinadas cepas de 4. niger,
produtoras de ocratoxina A, e 4. flavus, produtor de aflatoxinas (Mondani et al., 2020)

Fungicidas sintéticos sdo amplamente utilizados no controle desses microrganismos.
Entretanto, seu uso intensivo pode causar impactos ambientais, favorecer a selecdo de
populacdes resistentes e aumentar a exposicdo ocupacional e do consumidor a residuos
quimicos (Lahlali ef al., 2024). Esse cenario tem estimulado o desenvolvimento de estratégias
de controle biologico baseadas em microrganismos antagonistas. Entre eles, espécies do
género Bacillus destacam-se pela producao de metabolitos antifungicos e pela capacidade de
persistir em diferentes ambientes. Estudos anteriores demonstraram que isolados amazdnicos
de Bacillus velezensis controlam fungos fitopatogénicos e reduzem a ocorréncia de
micotoxinas em uvas e em sistemas enoldgico em uvas (Veras et al., 2016; Silveira et al.,
2022; Silveira et al., 2024; Nievierowski et al., 2023; D’Elia Bellos et al., 2025). Anélises
gendmicas também forneceram evidéncias favoraveis a seguranga e ao potencial de aplicacdo
agricola desses isolados (Bach ef al., 2025). Entre as cepas previamente avaliadas, P1, P7, P11
e P45 apresentaram elevada atividade contra fungos toxigénicos, incluindo A. flavus e A.
carbonarius, bem como reducdo da produgdo de aflatoxina B: e ocratoxina A em meio de
cultura (Veras et al., 2016).

A acdo antagonista destas bactérias se dd por diferentes mecanismos. Dentre eles
estdo enzimas liticas, os lipopeptideos, os peptideos, os policetideos, os sideroforos e
compostos organicos volateis (COVs). Os COVs sdo produzidos por vias catabolicas e
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possuem vantagens em sua acao devido a ndo requerem nenhum contato com o fungo alvo ou
a planta para exercerem seu antagonismo. Os COVs sdo considerados sinais quimicos,
portanto fatores bidticos, como a interacdo com fungos, podem causar ou interromper sua
liberagdo, sendo liberados especificamente quando necessarios (Weisskopf et al, 2021,
Grahovac et al., 2023)

O objetivo geral deste trabalho foi investigar como a interagdo com diferentes fungos
fitopatogénicos modula a composicdo do volatiloma de cepas amazodnicas de B. velezensis e
identificar assinaturas quimicas relacionadas ao seu desempenho antifingico.

Material e Métodos

Os isolados fungicos B. cinerea B2PL11H, C. acutatum 44-17, A. carbonarius
ITAL293, A. niger UD22, A. flavus M19, A. westerdijkiae SM22, e P. expansum LTQAO1 sao
pertencentes a cole¢do de fungos do Laboratério de Toxicologia e Qualidade de Alimentos do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Os fungos foram cultivados em agar batata dextrose (BDA) por 7
dias a 25 °C (14 dias a 20°C para B. cinerea). A suspensao de esporos foi preparada a partir
dessa cultura usando uma solug@o de Tween 80 0,1%. A contagem de esporos foi realizada na
camara de Neubauer e a concentra¢do da suspensio foi ajustada para 10° esporos mL".

As cepas de B. velezensis (P1, P7, P1le P45) foram isoladas do ambiente aquatico da
regido Amazonica, Brasil, (3 © 06'S, 60 ° 01'W) conforme descrito por Veras et al., (2016). As
cepas de B. velezensis foram cultivadas em infusdo Cérebro-Coracao (BHI) a 37°C, o caldo
foi colocado em tubos Falcon centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm a 4°C. A
concentragao final foi ajustada para 10° UFC mL" em NaCl 0,85% p/v.

A avaliacdo da capacidade dos COVs das cepas de B. velezensis em inibir o
crescimento micelial ocorreu da seguinte forma, na base 1, uma placa de petri com agar BHI,
200 puL de cada cepa de B. velezensis (10° UFC mL™") foi inoculada, na base 2, uma placa de
petri com agar BDA, um disco fungico (5 mm de didmetro) foi colocado no centro da base. A
base 1 foi utilizada de tampa para a base 2, seladas com parafilme e incubadas por 5 dias a
25°C.

A condugdo dos ensaios para avaliagio do volatiloma das cepas B. velezensis
ocorreram em frascos de vidro de 20 mL para headspace com tampa magnética e septo de
politetrafluoretileno/silicone (Supelco, Bellefonte, PA, USA) (Figura 1A). Inicialmente 1 mL
de agar BHI estéril foi adicionada na parede do frasco, na parede oposta 1 mL BDA estéril foi
adicionada sem contato com o BHI. Apds solidificacdo, uma agulha estéril foi usada para a
inoculagdo das cepas de B. velezensis ¢ dos fungos no BHI e BDA, respectivamente. Os
frascos foram incubados a 25°C por 5 dias.

Figura 1. Esquema da avaliagao do (A) potencial de inibi¢dao do crescimento micelial, (B) da
obtencdo do volatiloma das cepas B. velezensis (P1, P7, P11 e P45) isolados e na presenca
dos fungos B. cinerea, A. niger, A. flavus, A. carbonarius, A. westerdijkiae e P. expansum.
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Para a determinagdo do volatiloma das cepas B. velezensis a extracdo dos COVs foi
realizada por 45 min a 55°C por uma fibra de divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano
(50/30 um DVB-Car-PDMS, 2 c¢m, Supelco) de acordo com um protocolo de microextragao
em fase solida no modo headspace (HS-SPME) previamente otimizado (Welke et al., 2012).
Os procedimentos de extracdo foram feitos usando um amostrador automatico (CTC
CombiPAL, Zwingen, Switzerland). Frascos contendo somente as cepas de B. velezensis
foram avaliadas individualmente e na presenca dos sete fungos de interesse, além de frascos
contendo somente os meios de cultura, BHI e BDA.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a analise estatistica dos dados foi
realizada utilizando o software XLSTAT2017 (Addinsoft, Nova York, EUA). Os dados
referentes a inibicdo do crescimento micelial dos fungos foram analisados através da Analise
de Variancia (ANOVA), seguida do Teste de Tukey (p = 0,05). Para determinar as diferencas e
semelhancgas nos perfis dos VOCs das quatro cepas de B. velezensis foi aplicado o mapa de
calor associado a andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA).

Resultados e Discussao

Os COVs emitidos pelas quatro cepas de B. velezensis inibiram o crescimento micelial
dos sete fungos avaliados (Figura 2). A cepa P1 apresentou a resposta mais consistentemente
elevada, com 95-100% de inibi¢do, seguida por P7 (75-100%), P11 (81-93%) e P45
(73-94%). Resultados semelhantes foram relatados para COVs de isolados endofiticos de B.
velezensis obtidos de amendoim, lavanda, trigo e feijao, os quais inibiram A. carbonarius, A.
flavus, A. niger, P. expansum e B. cinerea em 67-76%, 43—49%, 10—18%, 69—73% e 78—85%,
respectivamente (Boiu-Sicuia et al., 2023). A amplitude de inibi¢do observada para as cepas
amazonicas, especialmente P1, evidencia sua capacidade de atuar a distancia contra fungos
com diferentes caracteristicas fisiologicas e toxigénicas.
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Figura 2. Inibi¢do do crescimento micelial de B. cinerea, C. acutatum, A. carbonarius, A.
niger, A. flavus, A. westerdijkiae, e P. expansum pelas cepas B. velezensis (P1, P7, P11 e
P45). Os dados correspondem a experimentos realizados em triplicatas. Para cada fungo,
letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com a ANOVA seguida
pelo teste de Tukey.

Inibicao do crescimento micelial (%)

8
100 a & b
a a
a
1 b :EE C C
50 b b c b.cill
b =
b : 1
C
C
80
70
60
A carbonarins A niger A flevieg A wesrerdifkiae| P expansum C.accutarum B cinerea
mF] a3 95 g7 94 1ag a3 100
mFP7 73 86 &4 &8 98 83 fog
npPl] 2 &5 81 90 ar 88 23
P43 94 93 &9 97 88 ar 73

No volatiloma das quatro cepas de B. velezemsis (P1, P7, P11 e P45) foram
identificados 47 COVs pertencentes a nove classes quimicas, incluindo: 2 4cidos, 11 éalcoois,
3 ésteres, 2 compostos furanicos, 18 cetonas, 6 pirazinas, 2 compostos de enxofre e 3
terpenos. A Figura 3 apresenta o mapa de calor e a analise hierdrquica de agrupamentos
(HCA), que reuniu os COVs em quatro clusters de acordo com seus padrdes de abundancia
entre cepas e condicdes de interacdo. No mapa de calor a variagdo de cores, vermelho, laranja
e amarela correspondem aos niveis alto, médio e baixo dos COVs, respectivamente. O
comprimento dos ramos do dendrograma indica o nivel de semelhanga/diferenca entre o perfil
volatil das cepas de B. velezensis.

O cluster 1 reuniu 15 COVs com maior abundancia relativa nas condi¢des envolvendo
a cepa Pl, confirmando seu perfil mais distinto. Entre os compostos com niveis
semelhantes na presenca ¢ na auséncia dos fungos estavam 2,3-butanedione (diacetyl),
3-octanone, 2-decanone, 2-hexadecanone, tetramethylpyrazine, benzothiazole e o-farnesene.
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Heptanol, butyl acetate, 3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine, 5 methyl -2-heptanone,
2,3-dimethylpyrazine, 3,5-diethyl-2-methylpyrazine e a-farnesol foram detectados
apenas nas coculturas envolvendo P1. Além disso, 3-hydroxy-3-methyl-2-butanone
apresentou maior abundancia nas interagdes com B. cinerea e P. expansum. A diversidade de
pirazinas foi particularmente elevada em P1, com a deteccdo de 2,3-dimethylpyrazine,
3-ethyl-2,5-dimethylpyrazine, tetramethylpyrazine e 3,5-diethyl-2-methylpyrazine. A
relevancia dessa classe para o antagonismo ¢ sustentada por Huang et al., (2025), que
demonstraram que as pirazinas volateis produzidas por B. velezensis reduziram em 41%
o crescimento de Fusarium graminearum.

Figura 3. Mapa de calor e andlise de cluster hierdrquica (HCA) do volatiloma das cepas de
B. velezensis isolados e na presenca dos fungos A. carbonarius, A. niger, A. flavus, A.
westerdijkiae, P. expansum, B. cinerea, e C. acutatum.
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No cluster 2 os COVs produzidos pelas cepas P1 e P11: 3-methyl-butanoic acid,
B-linalool, 1-octanol e ethyl 2-methylbutanoate foram identificados na presenga de todos os
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fungos.  Entretanto, os  compostos  2,3-butanediol  ethyl  3-methylbutanoate,
3-methyl-2-pentanol, 3-methyl-1-butanol, 2-undecanone e pyrazine foram biossintetizados
pelas quatro cepas.

No cluster 3 os compostos 2-methyl-butanoic acid, 3-methyl-2-pentanol, 2-octanol,
2-dodecanol, 5-hexyldihydro-2(3H)-furanone e 2-ethyl-5-methyl-pyrazine foram responsaveis
pela distingdo do volatiloma da cepa P45.

No cluster 4 os COVs identificados variaram conforme a interacdo de cada cepa com
cada fungo, entres os compostos identificados estdo as cetonas 2-octanone, 3-hexanone,
2-tridecanone, 5-methyl-2-hexanone, 2-pentanone, 6-methyl-2-heptanone,
3-methyl-2-pentanone.

Conclusoes

Os COVs associados as quatro cepas de B. velezensis P1, P7, P11 e P45 inibiram o
crescimento micelial dos sete fitopatdgenos avaliados, com destaque para P1, que apresentou
o maior potencial antifingico. O volatiloma das cepas bacterianas e das coculturas
compreendeu 47 COVs distribuidos em oito classes quimicas, com predominancia de cetonas,
alcoois e pirazinas. A presenga dos fungos alterou a abundancia relativa dos compostos e
esteve associada a deteccdo de COVs especificos em determinadas combinacdes cepa—fungo.

O perfil mais distinto de PI, especialmente quanto a diversidade de cetonas e
pirazinas, coincidiu com sua maior atividade antifingica. Entretanto, os resultados nao
permitem atribuir o antagonismo a um composto isolado e sao compativeis com uma possivel
acdo combinada dos COVs. Esses achados auxiliam na selecdo de cepas amazdnicas com
potencial para o desenvolvimento de estratégias de biocontrole baseadas em metabodlitos
volateis.
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