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RESUMO

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) é uma alternativa viavel ao
uso massivo de fertilizantes industrializados na agricultura. Dentre as caracteristicas presentes em
tais bactérias, a capacidade de produzir compostos organicos volateis (VOCs) promotores do
crescimento vegetal tem recebido especial atencdo. Assim, estes compostos sdo capazes de
melhorar a produtividade agricola e estimular a defesa vegetal mesmo sem contato fisico entre a
bactéria e a planta. Gluconacetobacter diazotrophicus se destaca como BPCV por produzir
fitormonios e fixar nitrogénio, além de apresentar resisténcia a varios estresses ambientais, tais
como altas concentracdes de aclcar e metais toxicos. O presente trabalho teve como objetivo
investigar o potencial de VOCs de G. diazotrophicus em promover o crescimento de Arabidopsis
thaliana, avaliar os compostos presentes em seu volatoloma, bem como as vias hormonais da
planta envolvidas em tal resposta. Analises de promogéo de crescimento de A. thaliana em placas
bipartidas com G. diazotrohphicus mostraram que o crescimento vegetal foi induzido em até 300%
por VOCs de G. diazotrophicus, alterando a massa total e arquitetura de raizes. Analises
bioquimicas mostraram que a tais compostos volateis induziram um aumento de 30% no total de
clorofilas, de 48% de antocianinas e de 73% em flavonois. Através de HS-SPME/GC-MS foi
possivel verificar que o composto dimetil dissulfeto, um dos compostos volateis mais bem
caracterizados, faz parte do ‘volatoloma’ de G. diazotrophicus, assim como alguns acidos
organicos diversos, que podem ser ligados diretamente a essas respostas fisioldgicas. Ensaios de
promocdo do crescimento induzido por VOCs em mutantes de A. thaliana defectivos para vias
hormonais, revelaram que as vias de percepcdo de auxina possuem um papel essencial na resposta
vegetal a tais compostos. Tomados em conjunto, os resultados deste trabalho revelam o potencial
de compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus na promog¢do do crescimento vegetal,

propiciando o futuro desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis para agricultura.

Palavras-chave: BPCV; VOCs; Gluconacetobacter diazotrophicus; Arabdopsis thaliana.
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ABSTRACT

The use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) is a viable alternative to the massive use of
industrialized fertilizers in agriculture. Among the characteristics persistent in such bacteria, the
ability to produce volatile active compounds (VOCSs) that promote plant growth has special
attention. In addition to promoting plant growth, these compounds are able to improve agricultural
productivity and stimulate vegetable defense even without physical contact between the bacterium
and the plant. Gluconacetobacter diazotrophicus, stands out as BPCV that produces
phytohormones and fixes nitrogen, in addition to presenting resistance to various environmental
stresses, such as high sugar contents and toxic metals The present work aimed to investigate the
potential of G. diazotrophicus VOCs to promote the growth of Arabidopsis thaliana, to evaluate
the compounds present in its volatolome, as well as the hormonal pathways of the plant involved
in such a response. Analysis of growth promotion of A. thaliana in split plates with G.
diazotrohphicus disclosed that plant growth was induced by up to 300% by VOCs of G.
diazotrophicus, changing the total mass and root architecture. Biochemical analyzes also shows
that such volatile compounds led to an increase of 30% in the total chlorophylls, 48% of
anthocyanins and 73% in flavonols. Through HS-SPME/GC-MS it was possible to verify that the
compound dimethyl disulfide, one of the most well characterized volatile compounds, is part of
the G. diazotrophicus volatolome, as well as some different acids, which can be directly linked to
these physiological responses. Trials to promote VOC-induced growth in A. thaliana mutants
defective for hormonal pathways revealed that auxin perception pathways play an essential role in
the plant response to such compounds. Taken together, the results of this work reveal the potential
of volatile compounds by G. diazotrophicus in promoting plant growth, providing the future

development of more sustainable technologies for agriculture.

Keywords: PGPB; VOCs; Gluconacetobacter diazotrophicus; Arabdopsis thaliana.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda global por alimentos, bem como a diminui¢do dos recursos naturais,
constituem desafios para a producdo agricola e seguranca alimentar da populacdo mundial
(Beltran-Pea et al., 2020; Matson et al., 1997; Tilman et al., 2002). A utilizagéo de fertilizantes
quimicos e minerais, apesar de serem aliados no aumento da produtividade, possuem baixa
eficiéncia de absorcdo e podem causar problemas de contaminacdo ambiental, além de
representarem importantes componentes dos custos de producdo (Baligar e Bennett, 1986,
Chandini et al., 2019; Fusuo Zhang et al., 2010). A utilizacdo de abordagens biotecnoldgicas €
uma alternativa ao uso massivo desses fertilizantes na agricultura, e entre tais abordagens esta a
utilizacdo de microorganismos promotores de crescimento o vegetal, com destaque as bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) (Grobelak et al., 2018). Atualmente, a aplicacdo de
microorganismos na agricultura cresce cerca de 15% ao ano e mostra um enorme potencial de
Mercado, onde o sucesso da abordagem depende de uma pesquisa avancada e interdisciplinar
(Tabassum et al., 2017).

BPCVs sdo capazes de se associar as plantas, direta ou indiretamente, e estimular o
crescimento por meio da solubilizacdo de nutrientes como fosfato e potassio, fixacao bioldgica do
nitrogénio e producdo de fitormonios (Glick, 2012). Além disso, elas ajudam a planta a se adaptar
as condi¢bes ambientais em constante mudanca, alterando a expressdo de genes que sao cruciais
para a aptiddo, adaptacdo e sobrevivéncia (Torre-Ruiz et al., 2016; Souza et al., 2015). Essas
bactérias também podem auxiliar no combate a patdgenos por mecanismos diretos e indiretos,
como a alteracdo de pH do meio, producdo de compostos antibidticos ou o fortalecimento do
sistema de defesa da planta (Giorgio et al., 2015; R Muthukumarasamy et al., 2000; Zamioudis e
Pieterse, 2012).

Plantas liberam grande parte do seu carbono fixado na rizosfera na forma de exsudatos
(Jones et al., 2009), desta maneira atraem uma enorme diversidade de microrganismos que
colonizam a rizosfera e a propria raiz (Reinhold-Hurek et al., 2015). No microcosmo da interagéo
planta-bactéria existem ainda outros componentes de baixo e alto peso molecular, produzidos por
ambos o0s organismos, que medeiam & comunicacdo e influenciam diretamente a populacéo

microbiana da rizosfera (Mhlongo et al., 2018).



O primeiro estudo que indicou o a promocdo de crescimento vegetal induzida por
compostos organicos volateis de bactérias (mVVOCs) foi publicado por Ryu et al., 2003. Desde
entdo, varios mecanismos vem sendo elucidados aléem da promoc¢do de crescimento vegetal,
inclusive papeis essenciais em processos que ocorrem nas interacdes rizosféricas (Mhlongo et al.,
2018; Sharifi e Ryu, 2018).

Os mVOCs pertencem a diferentes classes quimicas, incluindo alcenos, alcoois, cetonas,
benzendides, sulfetos e terpenos (Kanchiswamy et al., 2015). Os principais géneros de bactérias
estudadas por seu perfil volatolémico séo Serratia spp (Chernin et al., 2011), Pseudomonas spp
(Dirk Blom et al., 2011), Bacillus spp (Ryu et al., 2004) e Agrobacterium spp (Chernin et al.,
2011). Essas espécies emitem misturas complexas de VOCs, onde grande parte das estruturas ainda
necessita ser elucidada (Kai et al., 2009).

Mesmo sem contato fisico, microrganismos sdo capazes de alterar o desenvolvimento do
sistema radicular da planta, sua fisiologia e vias hormonais, producédo de biomassa e inducédo de
fotossintese (Kai et al., 2009; Kim et al., 2013; Tsukanova et al., 2017; Venneman et al., 2020;
Wenke et al., 2012). Esses compostos também podem funcionar como uma fonte direta de
nutrientes para as plantas (Meldau et al., 2013), afetar a producdo de metabdlitos secundarios
(Cappellari et al., 2017) e mitigar estresses abioticos (Brilli et al., 2019; Maffei et al., 2011) e
bioticos (Kloepper et al., 2004; Song e Ryu, 2013). Estudos ainda sugerem que VOCs
microbianos sdo mais importantes para a comunicacdo entre bactérias que 0s compostos ndo
volateis (Kai et al., 2009; Mhlongo et al., 2018; Tyc et al., 2015).

Como a atividade microbiana e fatores ambientais estdo interligados, a plasticidade na
producdo desses compostos é decorrente da dindmica de todo o ecossistema, incluindo estagio de
crescimento dos microrganismos, disponibilidade de nutrientes, temperatura e pH (Insam e
Seewald, 2010; Wheatley, 2002). Abaixo do solo existem diversos tipos de interagdo, por exemplo,
entre bactéria-bactéria, fungo-bactéria, bactéria-plantas e bactérias-fungos-plantas, onde as
interacdes microbianas mediada por VOCs sdo fundamentais para o desenvolvimento da
distribuicédo espacial e da variacdo de atividades no ecossistema (Mhlongo et al., 2018; Schulz-
Bohm et al., 2017; Wheatley, 2002).

Alguns dos mVOCs estdo diretamente relacionados a ativacdo de vias hormonais vegetais,
e inclusive mimetizam compostos sinalizadores. Como exemplos, 0 jasmonato de metila e 0

salicilato podem desencadear respostas de defesa em plantas (Eng et al., 2021; Kerbarh et al.,



2005) e os indois que ativam a via das auxinas (Erturk et al., 2010). Outros, como o 2,3-butanetiol
e o disulfeto de dimetila (DMDS), estdo diretamente associados a promocdo do crescimento
vegetal (Chernin et al., 2011; Ryu et al., 2003). Evidéncias crescentes apontam que mVVOCs tem
0 potencial de ser explorado como uma estratégia na agricultura para promover o crescimento, a
produtividade e a resisténcia em plantas (Kanchiswamy et al., 2015; Thomas et al., 2020;
Vespermann et al., 2007).

Dentre as bactérias endofiticas, Gluconacetobacter diazotrophicus se destaca como modelo
no estudo da interacdo entre plantas e bactérias benéficas (Rangel de Souza et al., 2016; Saravanan
et al., 2008). A capacidade de promover o crescimento vegetal € um aspecto importante dessa
bactéria, que apresenta grande eficiéncia na fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, devido a
sua capacidade de manter a atividade da enzima nitrogenase ao colonizar o interior dos tecidos
vegetais, inclusive em baixo pH (Ddbereiner et al., 1999; Riggs et al., 2001). G. diazotrophicus
também produz hormonios vegetais, como auxinas e giberelinas (Rodrigues et al., 2016). , sendo
capaz de solubilizar nutrientes e atuar no biocontrole de fitopatdgenos (Nieto-Pefialver et al., 2014;
Saravanan et al., 2007). Adicionalmente, j& foram identificados genes de G. diazotrophicus para
tolerancia ao estresse osmético, elevada salinidade (Veldzquez-Hernandez et al., 2011; Leandro et
al., 2020) e a metais téxicos (Intorne et al., 2012). No entanto, os efeitos de VOCs de G.
diazotrophicus em planta ainda ndo foram estudados.

Devido ao interesse biotecnolégico em G. diazotrophicus, € de grande interesse ampliar os
estudos sobre essa bactéria. O entendimento dos efeitos de compostos volateis de G.
diazotrophicus ainda ndo foram estudados. Nesse sentido, o objetivo de presente trabalho é estudar
os efeitos de compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus na promocdo do crescimento
de A. thaliana, bem como caracterizar os principais compostos presente no volatoloma desta
bactéria. Somado a isso, visa compreender a relacdo entre as vias hormonais da planta a resposta

de crescimento ativada por tais VOCs.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV)

O crescimento vegetal envolve a coordenacgdo da expansdo, divisao e diferenciacéo celular
(Beemster et al., 2003), onde a organizacdo desses eventos requer a presenca de moléculas
sinalizadoras que podem ser afetadas por fatores bioticos e abidticos (Dmitriev, 2003; Xiong e
Zhu, 2001).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BCPV) sdo consideradas microorganismos
benéficos capazes de estimular o crescimento e desenvolvimento das plantas (Gillis et al., 1989).
A promocédo do crescimento pode ocorrer por meio de mecanismos diretos, através da fixacdo
bioldgica de nitrogénio, solubilizacéo de zinco e fosfato, producéo de siderdforos e de fitormonios,
ou mecanismos indiretos, que atuam no controle bioldgico, contra estresses ambientais e na
biorremediacéo ( Flores et al., 1999; Glick, 2012; Premachandra, et al., 2016; Saravanan et al.,
2007).

As BPCV podem colonizar a superficie ou interior dos tecidos vegetais, sendo chamadas,
epifiticas e endofiticas, respectivamente. As bactérias epifiticas sdo encontradas, principalmente,
na rizosfera, onde os exsudatos das raizes sdo fontes de nutrientes para elas (Walker et al., 2003;
Bashan et al., 2004).

Nas bactérias endofiticas, 0 mecanismo de colonizacao pode ser passivo ou ativo (Hardoim
etal., 2008). A penetracdo passiva ocorre pelos sitios de emergéncia de raizes laterais e ferimentos
presentes nas raizes. Ja a secrecado, pela bactéria, de lipossacarideos e compostos que hidrolisam
as células da exoderme vegetal sdo abordagens de penetracdo ativa (James et al., 1998; Monteiro
etal., 2012).

O processo de colonizacdo de plantas por bactérias endofiticas € complexo e pode ser
dividido em cinco estéagios distintos: (i) reconhecimento dos exsudatos das raizes e a motilidade
em relagdo a planta; (ii) aderéncia a superficie das raizes, (iii) formacdo de biofilme, (iv)
penetracdo na superficie da raiz e (v) colonizacdo de partes de uma planta (Pinski et al., 2019).
Além de exsudatos para atrair bactérias, as plantas compensam sua imobilidade liberando
substancias volateis na atmosfera e das raizes para o solo, constituindo cerca de 1% dos metabolitos

secundarios das plantas (Dudareva et al., 2004).



Essa comunicacdo entre plantas e microrganismos ocorre de maneira quimica, onde
componentes de baixo e alto peso molecular, produzidos por ambos medeiam a comunicacao e
influenciam diretamente a populagdo microbiana da rizosfera (Badri e Vivanco, 2009). Logo, a
rizosfera configura um ambiente dindmico e de alta plasticidade, no qual a comunicagdo entre
plantas e bactérias é importante para a sobrevivéncia dos organismos (Bailly et al., 2014; Mhlongo
etal., 2018)

Os metabdlitos secundarios liberados por um organismo podem afetar outros de maneira a
alterar comportamento, morfologia, fisiologia e bioquimica, além de outras fungdes na rizosfera
(Paschke et al., 2007). Dentre esses organismos, as BPCV tem a capacidade de produzir compostos
ricos em nitrogénio e enxofre, fitohormonios, sider6foros e compostos antibidticos, que
influenciam diretamente na dinamica dos solos (Kai et al., 2009; Korpi et al., 2009; Schmidt et
al., 2015; Schulz-Bohm et al., 2018).

2.2 Compostos Organicos Volateis Microbianos (mVOCS)

Dentre os metabolitos secundarios que cumprem fungdes importantes na comunicacao
entre plantas e microrganismos estdo 0s compostos organicos volateis (VOCs). Tais compostos
sdo emitidos por todos os seres vivos, mas especialmente por plantas e microorganismos (Schenke
etal., 2019). Estudos sugerem ainda, que mVVOCs, sdo mais importantes para a comunicacao entre
bactérias que os compostos ndo volateis (Kai et al., 2009; Mhlongo et al., 2018; Tyc et al., 2015).

O termo “volatolomica” foi proposto por Maffei et al. (2011) para melhor descrever essa
area de estudos. VOCs sdo compostos tipicamente pequenos e odoriferos ( <C20) com baixa
massa molecular (<300 Da), alta pressao de vapor, baixo ponto de ebulicdo e uma fragdo lipofilica
(Schulz-Bohm et al., 2017). Essas propriedades facilitam a evaporacéo e difusdo acima e abaixo
do solo, além de aumentar o alcance desses compostos (Effmert et al., 2012; Schulz-Bohm et al.,
2018). Os mVVOCs pertencem a diferentes classes quimicas, incluindo alcenos, alcoois, cetonas,
benzenoides, pirazinas, sulfetos e terpenos, sendo muitos destes, produtos da ativacao de multiplas

vias metabolicas (Figura 1) (Kanchiswamy et al., 2015; Schmidt et al., 2015).
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Figura 1. Principais vias microbianas produtoras de compostos volateis.

2015)

Caixas pontilhadas representam as classes quimicas. (Adaptado de Schimdt et al.,



Cada cepa bacteriana libera uma mistura especifica de mVVOCs, que desempenham papéis
importantes no ciclo de vida bacteriano e nas suas interacdes com outros organismos (Sharifi e
Ryu, 2018). Um mesmo microorganismo pode produzir, por exemplo, hidrocarbonetos que séo
originados ap6s a biossintese de &cidos graxos, onde hidrocarbonetos de cadeia longa sao
geralmente encontrados em bactérias e cianobacterias (Tellez et al., 2001). Cetonas e alcoois sdo
produzidos durante a descarboxilagdo de &cidos graxos e alcoois de cadeia longa, que séo
frequentemente presentes em bactérias Gram-negativas (Hamilton-Kemp et al., 2005). Os
terpenos, compostos aromaticos de extrema importancia econémica e biotecnologica, séo
produzidos através da via do mevalonato. Estes compostos participam, por exemplo, da
biossintese de giberelinas (Piccoli e Bottini, 2013) e podem possuir atividades antimicrobianas
(Mahizan et al., 2019). De classe similar aos terpenos, os isoprendides tem a capacidade de
combater espécies reativas de oxigénio (ROS) através de reacdo direta ou indireta. Dentre estas
acoes, esta o fortalecimento de paredes celulares, assim remediando um possivel estresse abidtico
(Loreto et al., 2014). Compostos contendo enxofre podem contribuir tanto para a defesa quanto
para 0 enriquecimento nutricional da planta, e sdo provenientes da degradacdo catabdlica da
metionina (Choudhary et al., 2017). No que se diz respeito a percep¢do dos compostos volateis
por plantas, muito ainda tem que ser elucidado (Ryu, 2020), mas ja se é sugerido que a percepcao
dos VOCs como mistura complexa é mais efetiva em estimular respostas vegetais que a adigdo de
compostos isoladamente (Ueda et al., 2012). Essas diferengas no perfil volatoldmico de espécie
pra espécie, sugere ainda que essa pode ser uma nova maneira de classificar taxonomicamente
esses microorganismos (Farag et al., 2006)

A base de dados mVVOC 2.0, a principal base de dados de acesso livre, disponivel
atualmente, contém cerca de dois mil compostos, provenientes de aproximadamente mil espécies
diferentes de microorganismos (Lemfack et al., 2018). Apesar do numero significativo de volateis
ja descritos, pouco se sabe sobre a funcdo bioldgica de muitos deles, ou o sobre sua participacao
dentro da mistura de volateis (Wenke et al., 2012). Dentre os mVVOCs rizosféricos mais bem
descritos na literatura estdo: acetoina e seu derivado 2,3-Butaenodiol, caracteristicos de bactérias
Gram-positivas. Plantas expostas a tais mM\VVOCs apresentam grande aumento de biomassa (Ryu et
al., 2003); Similarmente, o composto dissulfeto de dimetila (DSDM) promove o aumento de

biomassa vegetal, por fornecer uma fonte de facil assimilacéo ao enxofre (Farag et al., 2006) e 0



indol que interfere na via de auxina da planta (Bailly et al., 2014). Estes dois ultimos compostos
promovem o desenvolvimento da raiz primaria, lateral e secundaria (Bailly et al., 2014; Meldau et
al., 2013).

Como a atividade microbiana e fatores ambientais estdo interligados, a plasticidade na
producdo desses compostos é decorrente da dindmica de todo o ecossistema, incluindo o estagio
de crescimento dos microrganismos, disponibilidade de nutrientes, temperatura e pH (Insam e
Seewald, 2010; Wheatley, 2002). Abaixo do solo existem diversos tipos de interacdo entre
bactéria-bactéria, fungo-bactéria, bactéria-plantas e bactérias-fungos-plantas, onde as interacoes
microbianas mediadas por VOCs podem ser fundamentais para o desenvolvimento da distribuicao
espacial e da variacdo de atividades no ecossistema (Mhlongo et al., 2018; Schulz-Bohm et al.,
2017; Wheatley, 2002)

Bactérias filogeneticamente diferentes apresentam um perfil volatolémico diferente
quando inoculadas sozinhas ou em misturas. Um estudo realizado por Zamioudis et al., (2015),
mostrou que os VOCs bacterianos sofrem alteracdo de acordo com a disponibilidade de nutrientes,
podendo inclusive estimular o crescimento de bactérias que ndo tem sua principal fonte de nutricao
naquele meio. J& foi constatado também que a exposi¢do de Escherichia. Coli aos volateis 2,3-
butadienol e acido glicolico resulta em alteracGes tanto na expressao génica quanto na motilidade
e resisténcia a antibidticos, demonstrando que mVVOCs podem ser essenciais para a adaptacdo
bacteriana (Kim et al., 2013). Existem também evidéncias de que os compostos volateis séo
responsaveis pela motilidade de bactérias para ambientes ricos em nutrientes (Garbeva et al.,
2014). Esse mesmo estudo sugeriu que mVVOCs podem atrair outras bactérias para atuar contra
antagonistas. Nesse cenario, quando bactérias sdo antagonistas, seus volateis podem reprimir a
transcricdo de N-acil-homoserina lactonas (AHLs) sintase, responsavel pelo quorum sensing
bacteriano. Como exemplo, temos a da interacdo das bactérias Serratia plymuthica e Pseudomonas
fluorescens com bactérias do género Agrobacterium, Chromobacterium , Pectobacterium e
Pseudomonas aeruginosa (Chernin et al. 2011). VOCs produzidos por essas bactérias,
especialmente DMDS, podem estar envolvidas na supressdo de tumores em plantas de tomate
(Dandurishvili et al., 2011). Plyuta et al., (2016) também demonstram que cetonas e DMDS
produzido por S. plymuthica e P. fluorescens séo capazes de matar A. tumefaciens em biofilmes

antigos e impedir a formacéo de novos.



No solo, bactérias e fungos podem desempenhar funcbes complementares na
decomposicdo e acumulo de matéria organica, contribuindo diretamente para os ciclos do carbono,
nitrogénio, enxofre e fosfato (Jones et al., 2009), mas também podem desempenhar fungdes
antagobnicas. O grande foco de diversos estudos dos efeitos de VOCs bacterianos sobre fungos
visa caracterizar compostos de interesse econdmico que inibem fungos fitopatogénicos.

Giorgio et al. (2015) isolou seis rhizobactérias associadas ao feijao comum e realizou o
teste de antagonismo in vitro com 17 fungos fitopatogenicos. O efeito dos VOCs bacterianos
produzidos foram visiveis em todos os fungos testados, afetando desde a inibicdo do micélio até a
coloracdo de coldnias fungicas. Em outro estudo, onze de vinte isolados dos géneros Bacillus e
Pseudomonas inibiram significativamente o crescimento micelial em por meio de emissbes
volateis. Dentre os compostos volateis relacionados a atividade antifingica ou resposta ao estresse
estdo cetonas, sesquiterpenos, monoterpendides, alcanos e acidos graxos (Gutiérrez-Santa Ana et
al., 2020). No estudo com Bacillus e Acinetobacter, compostos volateis reduziram
significativamente o crescimento micelial do fungo da pimenta Phytophthora capsici, 0s
compostos 3-metil-1-butanol, isovaleraldeido, acido isovalerico, 2-etilhexanol e 2-heptanona
mostraram ter papéis inibitorios (Syed-Ab-Rahman et al., 2019) . Por outro lado, em um estudo
realizando por Schimdt et al. (2015), os efeitos de VOCs fungicos em bactérias causaram alteracao
na motilidade, na formacdo de biofilme bacteriano e no crescimento. Tal regulacdo ocorre tanto
de maneira positiva quanto negativa, mostrando que esses fungos também podem alterar a

motilidade de seus antagonistas através de compostos volateis.

2.3 VOCs bacterianos na interacdo bactéria-planta

Além de promover o crescimento das plantas indiretamente, através do antagonismo a
patdgenos vegetais e recrutamento de outros microorganismos benéficos, determinados volateis
microbianos também podem beneficiar as plantas diretamente (Ryu, 2020; Schulz-Bohm et al.,
2017). Um dos beneficios mais notaveis € o aumento da biomassa vegetal.

Um dos primeiros estudos relatando o efeito de promogdo do crescimento em plantas
através de compostos organicos volateis foi realizado por Ryu et al. (2003) ao testar os efeitos de
volateis de Bacillus subtilis em Arabidopsis thaliana. Nesse estudo, foi descrito o papel da acetoina
e do seu derivado 2,3-butanediol no aumento da area foliar da planta, ao comparar o efeito da
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bactéria selvagem com o mutante para o gene de sintese desse composto. Utilizando mutantes
vegetais também foi possivel elucidar que esse composto esta associado a via das citocininas. Em
um estudo do mesmo grupo, foi feita a analise dos outros VOCs obtidos por GC-MS e, embora
fosse possivel inferir as fun¢bes de alguns desses compostos, houve a dificuldade de determinar o
papel bioldgico dos compostos e sua funcdo em misturas complexas (Farag et al., 2006).

BPCVs tambeém podem contribuir diretamente para a promog¢éo do crescimento atraves do
fornecimento de nutrientes, como é o caso do composto volatil DMDS que facilita a assimilagdo
do enxofre pela planta e induz o crescimento da raiz e da parte aérea (Meldau et al., 2013).
Analises transcriptbmicas de plantulas de Arabidopsis thaliana expostas a VOCs de
Microbacterium sp, por exemplo, apresentaram crescimento de biomassa e mostraram um aumento
da expresséo de genes relacionados ao transporte e assimilagdo de nitrogénio e enxofre (Cordovez
e Schop e Hordijk e Hervé Dupré de Boulois e et al., 2018). Nesse mesmo estudo, plantulas que
foram expostas aos volateis, mesmo que nas fases iniciais de desenvolvimento, tiveram promocao
do crescimento por tempo prolongado apods transplantadas. Houve a inducdo do crescimento
apenas em plantas cujas raizes foram expostas aos VOCs (Cordovez e Schop e Hordijk e Harve
Dupre de Boulois e et al., 2018). Similarmente, plantas nas quais as raizes foram expostas a
mVOCs também mostraram um ‘status’ nutricional superior na fase adulta, em relacdo a macro e
a micronutrientes (Martin-Sanchez et al., 2020).

O aumento da biomassa aérea também pode ocorrer pelo aumento do contetido de clorofila
e capacidade fotossintética induzidos por mVVOCs, ja que a maior assimilacdo de ferro por parte
da planta pode ocorrer através da acidificacdo do meio que o torna mais solavel. O ferro, por sua
vez, faz parte da biossintese da clorofila e da cadeia transportadora de elétrons (Castulo-Rubio et
al., 2015; Gaiyun Zhang et al., 2009). A exposicdo a VOCs pode aumentar também o acimulo de
acucares em plantas (Zhang et al., 2008) e regular genes que promovem aumento e rigidez da
parede celular, como a expansinas (Zhang et al., 2007).

Volateis bacterianos promovem ainda o aumento da tolerancia a estresses abioticos em
plantas. Quando expostas a volateis de Bacillus amyloliquefaciens, plantas crescendo em meios
enriquecidos com diferentes concentragdes de NaCl tiveram o crescimento induzido, mesmo na
presenca de sal. Adicionalmente, tais plantas apresentaram reducdo nos niveis de malondialdeido
(MDA), um indicador de oxidacéo e dano de membrana (Cappellari et al., 2020) e aumento nos

teores de clorofila e prolina, que protegem as células de estresses osmoticos (Vaishnav et al.,
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2015). Plantas que foram expostas a mVOCSs e submetidas a estresse hidrico mostram também um
acumulo das substancias osmoprotetoras colina, glicina e betaina (Huiming Zhang et al., 2010).
O metabolismo secundéario das plantas também sofre alteragdes em resposta a mVOCs.
Plantas de horteld-pimenta (Mentha peperitha) a VOCs de rizobactérias aumentam a emisséo de
volateis e a producdo de compostos fendlicos (Cappellari et al., 2017). Em outro estudo realizado
com horteld-pimenta, dessa vez com VOCs de P. fluorescens, foi observado o aumento de quase
duas vezes na producgdo de monoterpenos e houve o aumento da biossintese de 6leos essenciais, 0
que ndo ocorreu quando exposta a volateis de Azospirillum brasilense. Embora a exposi¢ao aos
volateis também tenha causado um aumento na biomassa, 0 aumento da producdo de Oleos
essenciais ndo esta diretamente relacionada a esse fator e sim a indugdo a producao de terpenos

pela planta, como resposta de defesa (Santoro et al., 2011).

2.3.1 Volateis Microbianos e defesas vegetais

Para que associacOes benéficas entre plantas e BPCV ocorram, € necessario
reconhecimento por ambas as partes, onde microorganismos benéficos sdo inicialmente
reconhecidos como invasores potenciais (Zamioudis e Pieterse, 2012). Sinais quimicos, dentre 0s
quais estdo incluidos mVVOCS, podem ser considerados indutores ndo especificos de defesa, e
fazem parte da ativacdo da memoria inata primaria do sistema de defesa da planta, causando
reacdes consideradas leves, tais como mudancas bioquimicas fisioldgicas que levam a sintese de
proteinas e produtos quimicos envolvido em mecanismos de defesa vegetal (Ongena et al., 2011;
Ramamoorthy et al., 2001). Assim, quando uma resposta imune é desencadeada, alguns
microorganismos sao capazes de ‘burlar’ respostas de defesa da planta para permitir a colonizacao
bem-sucedida (Stringlis et al., 2018; Teixeiraet al., 2019). O sistema imunoldgico da planta molda
0 microbioma através de exsudatos e, simultaneamente, 0 microbioma expande a imunidade da
planta, ativando a defesa contra patdégenos (Teixeira et al., 2019).

Dentre mVVOCs produzidos por bactérias benéficas também podem estar andlogos de
horménios vegetais, como jasmonato de metila, salicilato de metila e etileno, que mimetizam
hormonios de defesa vegetais (Holopainen e Blande, 2012; Kloepper et al., 2004). A ativacao das
chamadas respostas de defesa induzidas (ISR) por mVVOCs pode melhorar o desempenho da planta
na defesa frente a um amplo espectro de fitopatogenos e até insetos (Van Wees et al., 2008). Para
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tanto, geram uma memoria de defesa, também chamada de ‘priming’, que faz com que as plantas
respondam com mais eficiéncia a estresses bioticos e abidticos (Engelberth et al., 2004). Respostas
de defesa induzida também j& mostraram a capacidade de aumentar a resisténcia da parede celular,
alterar a fisiologia da planta e as respostas metabolicas (Santoro et al., 2011)

Dentre as classes de compostos volateis bacterianos que se mostraram capazes de induzir
ISR estdo antibioticos, sideroforos e AHLs (Pieterse et al., 2014). Além desses, compostos como
0 2,3-butanediol e acetoina, produzidos por Bacillus sp, séo capazes de ativar ISR em A. thaliana,
enquanto cepas transgénicas que produzem um nivel menor desses compostos, induzem menos a
resisténcia a patdgenos (Ryu et al., 2004); (Z2)-3-hexenol favorece as ativacdo das defesas vegetais
contra insetos (Wei e Kang, 2011); DMDS aumenta a resposta imune em plantas, diminuindo
consideravelmente a patogenicidade do fungo Sclerotina minor (Tyagi et al., 2020); Voléateis
bacterianos de cadeia longa, com mais de 13 carbonos sdo considerados gatilhos na defesa e na
promocao do crescimento vegetal (Lee et al., 2012); Acido oleico, 2,4-decadienal, dietil phthalato
e acido hexadecanoico de Bacillus spp. E Paenibacillus spp. Induzem a resposta da planta a
contaminag&o por fungos (Liu et al., 2008) e os compostos 3-pentanol e 2-butanona, induzem, em
pepino, genes relacionados a defesa, acionando uma via na planta que recrutou inimigos naturais
dos insetos patdgenos, provando que os uso de VOCs também pode ser uma abordagem viavel em

ambientes abertos. (Song e Ryu, 2013).

2.3.2 Compostos Volateis Microbianos e Fitormonios

Plantas reagem a estresses bidticos e abioticos induzindo uma grande variedade de
respostas, que ndo s6 combatem a potenciais infeccdes, mas também promovem uma maior
agilidade de reacdo em estresses futuros (Shine et al., 2019). A ISR desencadeada por
microrganismos benéficos €, em grande parte, regulada por vias de sinalizacdo dependentes de
acido jasmonico e etileno (Pozo et al., 2008), enquanto a via do &cido salicilico geralmente é
ativada na presenca de patogenos biotréficos (Canet et al., 2010). No caso de Bacillus spp., 0 grupo
mais bem descrito em relagdo aos compostos volateis emitidos, a ISR elicitada pode ser tanto
independente de acido Salicilico e dependente de acido jasmonico e etileno, quanto em outros

casos, dependente de acido salicilico e independente de acido jasmonico (Kloepper et al., 2004).
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Alguns dos mVVOCs estdo diretamente relacionados a ativacéo de vias hormonais vegetais,
mimetizando compostos sinalizadores, como é o caso do jasmonato de metila e salicilato, que
podem desencadear respostas de defesa em plantas (Eng et al., 2021; Kerbarh et al., 2005).

O etileno, derivado da metionina, é uma molécula pequena, apolar e que se difunde
facilmente entre membranas (Ravanbakhsh et al., 2018). Ele ¢ um hormdonio naturalmente gasoso
e, em plantas, ajuda na resposta a estresses, podendo também ser produzido por bactérias
patogénicas como um fator de viruléncia (Weingart et al., 2001). Por outro lado, algumas bactérias
rizosféricas e endofiticas sdo capazes de produzir a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) deaminase, que degrada o etileno e auxilia no controle dos seus niveis em planta, facilitando
o0 crescimento vegetal frente a estresses diversos (Gamalero e Glick, 2015). A emissao de indol
também pode estar presente em mVOCs de rizobactérias (D. Blom et al., 2011). Plantas séo
capazes de converter esse indol bacteriano em auxina cujo transporte polar é essencial pra
formacdo de raizes laterais (Bailly et al., 2014).

VOCs bacterianos que ndo tem relacdo classica com hormonios vegetais também podem
ativar vias e mecanismos de crescimento vegetal (Ortiz-Castro et al., 2009). Estudos de
transcriptomica e protebmica em plantulas de A. thaliana apds exposi¢do a VOCs de Bacillus spp.
Revelaram a importancia da sinalizacdo hormonal, em especial auxina (IAA) (Zhang et al., 2007),
e acido abcisico (Zhang et al., 2008) mostrando que ha a regulacao de genes e proteinas envolvidos
na sinalizagdo e biossintese de etileno (Kwon et al., 2010).

Acido abcisico (ABA), controla uma série de respostas a estresses bidticos e abi6ticos
(Harris, 2015). ABA tem um papel essencial na arquitetura de raizes, modulando a atividade de
auxinas, e atua no alongamento de raizes e formacdo de raizes laterais, onde muitos desses
mecanismos ndo sdo totalmente elucidados (Emenecker e Strader, 2020; Lu et al., 2019; Rock e
Sun, 2005; Wang T. et al., 2017). No entanto, a via de sinalizacdo do ABA se sobrepde em varios
pontos a vias de deteccdo e sensibilidade a acucares (Rolland et al., 2006). Um estudo realizando
por Zhang et al. (2008) mostrou que plantas expostas a volateis aumentam seu conteddo de
clorofila e niveis fotossinteticos, elevando as concentracdes de agucar dentro da planta. Nesse
sentido, a0 mesmo tempo que os volateis diminuem a sensibilidade da planta aos agucares,
aumentam a eficiéncia da fotossintese. Em conjunto com a repressdo das vias de sinalizagéo de
acucar, também h4 a repressdo da biossintese de ABA e genes de resposta a esse horménio,

principalmente nos tecidos foliares (Zhang et al., 2008).
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O papel das auxinas, que séo diretamente relacionados ao crescimento vegetal, ainda ndo
foi elucidado quanto a resposta a compostos volateis (Ryu, 2020). No entanto, compostos
relacionados a via das auxinas mostraram ser regulados durante as respostas de defesa (Zamioudis
etal., 2015). Estudos de transcriptdmica realizados com compostos volateis emitidos por Bacillus
GBO03 resultou em aproximadamente 600 genes diferencialmente expressos. Em sua maioria, tais
genes estdo relacionados a modificacdes na parede celular, metabolismo primério e secundario,
regulacdo hormonal e resposta a estresse. Concluiu-se que a promocao do crescimento esta ligada
a regulacdo da auxina, cujo aumento da sintese resulta em diminuicdo do acimulo em partes aereas
e aumento do acumulo em raiz (Zhang et al., 2007). Outros estudos apontam que a auxina tem um
papel importante na promocao de crescimento vegetal mediado por VOCSs, onde sua biossintese,
transporte e acimulo se mostram regulados (Bailly et al., 2014; Erb, 2018; Tahir et al., 2017;
Tyagi et al., 2018). Porém os mecanismos por tras desse processo sdo complexos, uma vez que
parecem envolver a interacdo com varias outras vias hormonais (Erb, 2018; Lu et al., 2019; Sun
et al., 2018; Tyagi et al., 2018).

A comunicacao de auxina com etileno é importante para os processos de regulacdo da raiz.
Foi observado que etileno controla positivamente a biossintese de auxina na extremidade radicular,
resultando em uma concentracdo que inibe o alongamento celular. Além disso, na presenca de um
dos percursores do etileno, hd 0 aumento da espessura da raiz e a inducdo de pelos radiculares
(Swarup et al., 2007). A interacdo entre os dois hormoénios pode também regular a formacéo de
raizes laterais e adventicias (Xu et al., 2020). A comunicacdo da auxina com o acido jasménico
também pode estar envolvida no crescimento radicular, envolvendo a formacéo de raizes laterais

(Cai et al., 2014) e a regulacdo negativa em raizes adventicias (Gutierrez et al., 2012).

2.4 Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus ¢ uma BPCV diazotrofica, endofitica, pertencente ao
filo Proteobacteria, familia Acetobacteraceae, inicialmente isolada de plantas de cana-de-agucar
(Cavalcante e Dobereiner, 1988). E uma bactéria Gram-negativa, aerébica obrigatoria, flagelada e
que possui formato de bacilo (Cavalcante e Dobereiner, 1988; Gillis et al., 1989; Kersters et al.,
2006). G. diazotrophicus é acido-tolerante, conseguindo se multiplicar em baixo pH (3,0), sendo
0 pH otimo de crescimento por volta de 5,5. A temperatura ideal de crescimento é de 30 °C
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(Stephanet al., 1991). A capacidade de promocao do crescimento vegetal € um aspecto importante
da G. diazotrophicus por apresentar grande eficiéncia na fixacdo bioldgica de nitrogénio
atmosférico (Ddbereiner et al., 1999; Riggs et al., 2001).

Apesar de primeiramente isolada de raizes e colmos de variedades brasileiras de cana-de-
acucar (Cavalcante e Dobereiner, 1988), e posteriormente de outros vegetais, estudos mostram sua
eficiéncia em colonizar plantas ndo hospedeiras naturais quando submetidas a inoculacdo, como
milho (Cocking et al., 2006), trigo (Luna et al., 2012), Arabidopsis (Rangel de Souza et al., 2016)
e também é capaz de promover o crescimento em espécies diversas como batata-doce, abacaxi e
café (Logeshwarn et al., 2011; Reis, 1994). Devido a sua capacidade de fixar nitrogénio,
solubilizar nutrientes, atuar no biocontrole de fitopatdgenos, dentre outros, G. diazotrophicus vem
ganhando destaque como modelo de bactéria endofitica no estudo da colonizacdo de espécies nao
leguminosas (Rangel de Souza et al., 2016; Saravanan et al., 2008; Saravanan et al., 2007).

Devido a acdo do acido glucénico, G. diazotrophicus antagoniza um amplo espectro de
bactérias (Nieto-Pefalver et al., 2014). A bactéria também apresenta atividade antagonista ao
patbgeno de cana-de-aclcar Xanthomonas albilineans (Pifién et al., 2002), os fungos
Colletotrichum falcatum (R. Muthukumarasamy et al., 2000) e Fusarium oxysporum (Logeshwarn
et al., 2011). Nesse ultimo estudo, através de cromatografia de camada delgada, foi indicada a
producdo do antibidtico pioluteorina por G. diazotrophicus, mas ndo o volatil antimicrobiano
HCN. G. diazotrophicus também produz a enzima ACC deaminase, que atua na degradacdo do
etileno (Dobbelaere et al., 2003) e fitormbnios como auxinas e giberelinas (Bastian et al., 1998;
Fuentes-Ramirez et al., 1993; Rodrigues et al., 2016), onde a producdo de auxinas nao afeta a
fixacdo de nitrogénio (Rojas et al., 2009). Estudos também indicam que essa bactéria induz a
producdo de exsudatos vegetais que aumentam a multiplicacdo bacteriana (Dos Santos et al.,
2020).

Adicionalmente, ja foram identificados genes de G. diazotrophicus para tolerdncia ao
estresse osmotico e a elevada Salinidade (Leandro et al., 2021; Velazquez-Hernandez et al., 2011)

e também a metais pesados (Intorne et al., 2012).

2.5 Arabdopsis thaliana como modelo de estudo
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Arabidopsis thaliana € uma dicotiledonea amplamente distribuida por varios continentes,
principalmente nas regides temperadas do hemisfério norte. Membro da familia da mostarda
(Cruciferae ou Brassicaceae), de pequeno porte e ciclo de vida curto, pode ser cultivada em
ambiente controlado (Meinke et al., 1998). Considerada uma planta modelo, possui 0 genoma
pequeno, contendo poucas repetices, A. thaliana é altamente suscetivel a transformacao via
Agrobacterium tumefacens, viabilizando a facil obtencdo de diversas linhagens transgénicas
(Estelle e Somerville, 1986). Adicionalmente, esta espécie conta com ampla variedade de mutantes
obtidos por irradiacdo, mutagénese quimica e mutagénese insercional (Rédei et al., 1992) .

Durante os anos 90, o ecotipo Columbia (Col-0), por possuir uma linhagem homozigotica,
foi escolhida para o sequenciamento e anotacdo do genoma completo de Arabidopsis, sendo
atualmente o ec6tipo mais utilizado para estudos de biologia molecular (Somssich, 2018) . Por
isso, embora ndo seja uma planta economicamente importante, oferece vantagens por ser uma
planta modelo para a pesquisa cientifica. Logo, esta espécie tem sido utilizada em estudos
pioneiros com o objetivo elucidar os genes bacterianos envolvidos na interacdo com plantas e quais
sdo os efeitos para ambos 0s organismos nos aspectos quimicos e fisiolégicos (Zamioudis et al.,
2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Identificar os principais compostos volateis produzidos por Gluconacetobacter
diazotrophicus e avaliar seu papel na promocdo de crescimento vegetal de Arabidopsis

thaliana.

3.2 Objetivos Especificos

A - Avaliar os efeitos de VOCs produzidos por G. diazotrophicus na promoc¢édo de
crescimento de A. thaliana com énfase ao ganho de biomassa e arquitetura das raizes.

B - Avaliar os efeitos de VOCs produzidos por G. diazotrophicus sobre ao acimulo dos
pigmentos Clorofila a, Clorofila b e carotenoides em plantas de A. thaliana.

C - Avaliar os efeitos de VOCs produzidos por G. diazotrophicus sobre ao acimulo de
flavonois e antocianinas em plantas de A. thaliana.

D - Determinar principais compostos organicos volateis produzidos por G. diazotrophicus
através de HS-SPME/GC-MS.

E - Identificar vias hormonais vegetais envolvidas na promoc¢do de crescimento de A.

thaliana durante a resposta a VOCs produzidos por G. diazotrophicus.



4 METODOLOGIA

4.1 Material bacteriano
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A estirpe selvagem de G. diazotrophicus PAI 5 foi gentilmente cedida pelo Dr. Fabio L.
Olivares, do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT/UENF).

4.2

Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de Arabidopsis thaliana (Columbia-0) e gendétipos contendo

modifica¢cbes nas vias hormonais (abi4, aux 1.7, etrl1-3, jarl, jinl e sid 2.2) e o transgénico NaHG

foram gentilmente cedidas pelo Dr. Frederick Ausubel (Harvard Medical School, Boston, MA,

USA)

Quadro 1 Materiais vegetais (mutantes hormonais e transgénico de A. thaliana) presentes na biblioteca do LBT e
suas respectivas fungdes bioldgicas.

Materiais Via Funcéo
o . Envolvido na transducdo de sinal do acido abscisico
ABIl4 Acido Abcisico
(ABA).
Afeta 0 acimulo de acido salicilico, devido a presenca da
NAHG Acido Salicilico enzima salicilato hidroxilase que degrada o respectivo
acido.
. L Codifica uma proteina com atividade de isochorismato
SID2-2 Acido Salicilico ] 3 o s
sintase. Os mutantes ndo acumulam acido salicilico.
_ Mutacdo interfere na transcricdo de um transportador de
AUX1-7 Auxina ] )
influxo de auxina.
) . Mutacéo afeta a ligagéo de etileno ao receptor membranar
ETR1-3 Etileno; Multiplo ) .
localizado na membrana plasmatica.
Defeituosos em uma variedade de respostas ao &cido
JAR1 Jasmonato .
jasmonico (JA).
JIN1 Jasmonato Regula diversas fungdes dependentes de JA.




19

4.3  Meios de cultivo e condicdes de crescimento bacteriano

A estirpe selvagem de G. diazotrophicus PAI 5 foi cultivada em meio DYGS (g.L™: 2,0
glicose; 1,5 peptona bacterioldgica; 2,0 extrato de levedura; 0,5 KoHPOg4; 0,5 MgSQO4.7H20;
1,5 4cido glutamico) com pH ajustado para 6,0 (Débereiner et al., 1999). Agar (15 g.L™ para
meio solido) foi adicionado aos meios de cultura quando necessario. As células foram
cultivadas em Erlenmeyer com manta sob constante agitacao e temperatura (250 min-1 e 30°C)
em shaker orbital (C25 Incubator, New Brunswik Scientific, Edison, NJ, EUA) e em placas de
Petri, incubadas em estufa bacterioldgica (Heraeus), a 30 °C.

Para o estoque das culturas de G. diazotrophicus PAI 5 selvagem, uma col6nia da estirpe
bacteriana foi inoculada em meio DYGS e cultivada até atingir densidade dptica (DOsoo) igual
a 1,0. A densidade oOptica foi determinada pela utilizacdo de um espectrofotdometro (UV 1800
Shimadzu). Um volume de 750 pL desta cultura foi colocado em microtubos de 1,5 mL e
adicionado 250 pL de glicerol 50%. As culturas estoque foram congeladas em nitrogénio

liquido e armazenadas a -80 °C.

4.4 In6culo

Para os ensaios que foram realizados o inoculo de G. diazotrophicus PAI 5 selvagem foi
preparado com 1 mL da cultura estoque transferidos para um frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL
contendo 49 mL de meio liquido DYGS e este submetido a uma constante agitacdo em shaker
orbital a 30 °C até que a cultura bacteriana atingisse a densidade 6tica (DOso0) 1,0, 0 equivalente

a 108 células/ml.

4.5 Obtencdo de Material Vegetal

Sementes de Arabidopsis thaliana (Col-0 e ecdtipos), foram submetidas a desinfestacéo
superficial em fluxo laminar, onde foram lavadas com etanol 95%, durante 1 min, em seguida

colocadas em solucéo de hipoclorito de sédio 2,5%, sob agitacdo por 10 min, e novamente lavadas
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seis vezes em agua ultrapura estéril. As sementes foram transferidas para tubos estéreis e mantidas

por 2 dias, a 4 °C, na auséncia de luz para a quebra da dorméncia.

4.6 Co-cultivo de A. thaliana e G. diazotrophicus

Apds a obtencdo de sementes e do material bacteriano, sementes foram dispostas na parte
superior de placas Petri bipartidas contendo 10 mL de meio de cultura MS % forca (Murashige,
T.; Skoog, 1962) adicionado de 1% de agar. Na parte inferior contendo meio DYGS sélido (1,5%),
foi inoculada uma gota correspondente a 5 pL de G. diazotrophicus (DOsao) 1,0. Para o controle,
foi colocado apenas o meio de cultivo, sem a bactéria. As placas foram mantidas na vertical em
sala de cultivo sob temperatura de 23° C e irradiancia de 120 mol/fétons m2s™. Apds 21 dias foram
avaliados a massa foliar, a massa radicular e 0 comprimento de raiz primaria. Apds 21 dias a massa
fresca foi aferida utilizando uma balanca de precisdo digital da marca Bel, modelo S2202H. O
cumprimento de raiz foi aferido utilizando um paquimetro digital. Fotos foram feitas utilizando a

maquina da marca Nikon modelo D5300.

4.7  Extracdo de Pigmentos Fotossintéticos

Para a extracdo de pigmentos fotossintéticos, foram utilizados 20 mg de tecido foliar. O
tecido retirado de cada tratamento foi mantido em contato com 300 uL de DMSO (dimetil
suféxido) e mantido no escuro por 48 h para a extracdo total de pigmentos fotossintéticos. Em
seguida, as amostras foram analisadas por leitura em espectrofotdmetro, sob comprimento de onda
de 665nm para clorofila a, 649 nm para clorofila b e 480 nm para carotenoides. As equacoes de

Wellburn (1992) foram utilizadas para estimar os teores de pigmentos por area foliar mg/g:
Clorofilaa (Ca) = 12,19 Asss - 3,45 Asag

Clorofila b (Cp) = 21,99 Aeag — 5,32 Ases
Carotenoides (Cx+c) = (1000 Asgo— 2,14 Ca — 70,16 Cp)/220

4.8  Determinagdo de Fendlicos Vegetais
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Para quantificar antocianinas e flavonois foram utilizados 20 mg de tecidos vegetais. As
amostras foram maceradas em solucdo contendo 85% de etanol e 15% de HCI (1,5N) e o
homogenato deixado por 12h sob 4°C no escuro. Apds a incubagdo, a leitura de absorbancia foi
realizada a 374 nm e 535 nm. Os teores totais de flavondis e antocianinas (mg/g) foram calculados

por meio das seguintes equacoes:

Flavonois = (As7s X volume de extragdo em mL X 1000)/(peso fresco X 78,5)

Antocianinas = (Asss X volume de extragdo em mL X 1000)/(peso fresco X 98,2)

4.9  Andlise Estatistica

Ensaios iniciais foram realizados com 20 plantas de cada grupo que tiveram a massa raiz e
parte aérea aferidos individualmente. Os ensaios posteriores foram realizados com trés amostras
bioldgicas distintas, em forma de ‘bulk’, contendo 6 plantas cada, para cada condi¢do. Os dados
de avaliacédo de A. thaliana exposta a VOCs de G. diazhotrophicus e controle foram submetidos
ao teste de média (ANOVA) a 5% de probabilidade, para mensurar a significancia entre os
tratamentos. As analises dos dados foram feitas pelo software GraphPad Prism v. 7.0 For Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

4,10 Analise via HS-SPME/GC-MS

O preparo das amostras para analise foi realizado direto nos vials de HS-SPME/GC-MS
(Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, EUA). Cada vial foi preenchido com 5 mL de meio DYGS sélido
e em uma gota equivalente a 5uL de pré indculo bacteriano (item 4.3) colocada no centro do vial.
Os vials foram incubados em sala quente (27 °C) por 72h no laboratério de fitopatologia da
EMBRAPA-CNPAT, localizada em Fortaleza, Ceara. O controle consistiu de vial com apenas
5mL de meio DYGS e, como branco, foi utilizado um vial vazio. Os vials contendo G.

diazotrophicus foram preparados em quintuplicata e os vials com meio em triplicata.

4.10.1 Determinacdo de compostos volateis
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A composicdo metabdlica volatil de G. diazotrophicus foi determinada apos 72h de
inoculacdo. Em seguida, os compostos volateis foram isolados da matriz por microextracdo de
headspace em fase sélida (HS-SPME), utilizando fibra DVB / CAR / PDMS 50/30 pm 2 cm
(Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Antes das anélises, a fibra foi condicionada de acordo com a
temperatura recomendada pelo fabricante. A analise GC-MS foi realizada usando um Agilent
modelo 7890B, equipado com detector de espectrometro de massa, modelo 5977A. A coluna
cromatografica empregada foi DB5-MS (tamanho de 30 m, didmetro interno de 0,25 mm,
espessura de filme de 0,25 um). O programa de temperatura utilizado foi: 4 °C / min rampa de 40
°C a 110 °C, 16 °C / min a 200 °C, permanecendo por 10 minutos e 7 °© C / min a 230 °C. A
temperatura da interface entre o cromatdgrafo e o detector seletivo de massa foram 250 °C e a
ionizacdo foi feita por impacto de elétrons (70 eV) com a fonte de ions mantida a 150 °C.

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando os espectros de massa adquiridos
com os espectros da Biblioteca NIST 1.6 (Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia,
Gaithersburg, Md, EUA). A identificacdo também foi feita comparando o indice de retencao linear
calculado usando uma série homologa de n-alcanos C8-C20 (de acordo com a coluna capilar usada)
com os indices de retencdo comparados a bases de dados online (Nist Chemistry Webbook,

Chemspider e Pubchem).
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5 RESULTADOS

5.1 VOCs de G. diazotrophicus promovem o crescimento de A. thaliana

Com a finalidade de avaliar o efeito dos VOCs produzidos por G. diazotrophicus sobre o
crescimento de A. thaliana, plantulas foram cultivadas “in vitro” em placas bipartidas, na presenca
ou auséncia (controle) de uma col6nia bacteriana gerada a partir do inéculo com 5 mL de cultura

liquida de G. diazotrophicus (Figura 2).



24

]

.
- O

£ Controle L . D Conuole ! £ Controle

E GDVOCs . GDVOCs . GDVOCs

Massa fresca de raiz (mg)
Comprimento de raiz (cm

Figura 2. Efeito dos VOcs produzidos por G. diazotrophicus na promocéo do crescimento de plantas de A.
thaliana. Plantas de A. thaliana Col-0 controle (direita) e plantas tratadas com compostos volateis de G.
diazotrophicus (esquerda) com 21 dias (A). Estrutura radicular da planta controle (dir.) versus estrutura radicular da
planta tratada (esg.) com 21 dias (B). Graficos representando o ganho de massa fresca de folha (C), massa fresca de
raiz (D), e comprimento de raiz (E) em placas com 12 plantas, aferidos individualmente de 20 individuos para cada
tratamento. ns é ndo significativo, ** ¢ significativos 1% de probabilidade de erro pelo teste de médias (ANOVA).
Diferengas na arquitetura da raiz de plantas controle (dir.) e tratada (esg.) crescidas na vertical (F1). Diferencas
estruturais e pelos radiculares da planta controle (F2) e tratado com VOCs (F3).
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A anélise da massa fresca de raizes e parte aérea das plantas revelou um aumento de
123,6% da massa parte aérea e 126,5% da massa de raiz. Foi possivel notar também que as plantas
tratadas com os VOCs apresentaram um leve encurtamento da raiz principal. As plantas controle
e as cultivadas na presenca de VOCs foram analisadas em maior detalhe quanto a arquitetura de
raiz (figura 2F). Foi possivel verificar um forte aumento no nimero e volume de raizes laterais em
resposta aos VOCs. Adicionalmente, observamos o incremento no tamanho e quantidade de pelos
radiculares (Figura 2F.2 e 2F.3).

5.2 VOCs de G. diazotrophicus promovem o aumento dos teores de pigmentos

fotossintéticos em A. thaliana

Visando avaliar os efeitos de VOCs produzidos por G. diazotrophicus sobre ao acimulo
dos pigmentos fotossintéticos em plantas de A. thaliana, os pigmentos clorofila a, clorofila b e
carotenoides foram quantificados em partes aéreas de plantulas controle, e de plantas expostas aos
VOCs produzidos por G. diazotrophicus. Os resultados apresentados na Figura 03 revelam um
ganho relevante em teores de pigmentos fotossintéticos. Foi constatado um aumento significativo
de 21,9% nos teores de clorofila a, 54,6% de clorofila b e 13,7% no total de carotenoides.
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Figura 3. Efeito dos VOCs produzidos por G. diazotrophicus no aciimulo de pigmentos fotossintéticos em plantas
de A. thaliana. Representacdo das variacdes nos teores de pigmentos fotossintetizantes em plantas de A. thaliana
Col-0 controle e tratadas com VOCs de G. diazotrophicus, foram analisadas trés amostras distintas de cada tratamento
contendo 20mg de tecidos aéreos. * e ** sdo significativos a 5% e 1% de probabilidade de erro pelo teste de médias
(ANOVA), barras representam o desvio padréo.
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5.3 VOCs de G. diazotrophicus promovem o aumento dos teores de antocianinas e

flavondis em A. thaliana

Visando avaliar os efeitos de VOCs produzidos por G. diazotrophicus sobre ao acimulo
antocianinas e flavonoides, esses compostos fendlicos foram quantificados em partes aéreas de
plantulas controle, e de plantas expostas aos VOCs produzidos por G. diazotrophicus. Os
resultados apresentados na Figura 03 revelam um aumento significativo de 48,8% no total de

antocianinas e 73,5% no total de flavonois em comparacdo as plantas controle. Figura 4).
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Figura 4 Efeito dos VOCs produzidos por G. diazotrophicus no acumulo de flavonéis e antocianinas em plantas
de A. thaliana. Representacdo das variagdes nos teores de compostos fendlicos em plantas de A. thaliana Col-0
controle e tratadas com VOCs de G. diazotrophicus. foram analisadas trés amostras distintas de cada tratamento
contendo 20mg de tecidos aéreos. * e ** sdo significativos a 5% e 1% de probabilidade de erro pelo teste de médias
(ANOVA), barras representam o desvio padréo.

5.4 Gluconacetobacter diazotrophicus produz varios compostos volateis, incluindo

dissulfeto de dimetila e &cidos orgénicos

Para tentar entender quais 0s compostos volateis presentes na interagdo com a planta, em
especial aqueles que promovem o crescimento vegetal, o conjunto de compostos produzidos pela
bactéria, quando cultivada em meio solido, foi analisado por HS-SPME/GC-MS. A metodologia
utilizada nos permitiu observar 18 picos que indicam compostos volateis produzidos pelo

metabolismo de G. diazotrophicus (Tabela 1).
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Tabela 1 Compostos organicos volateis de G. diazotrophicus possivelmente identificados. Tabela contém
compostos presentes apenas nos vials com inoculo bacteriano, frente as andlises do frasco vazio (zero) ou do frasco

que continha apenas o meio de cultura (branco)

Tempo de retengdo

Composto provavel Formula medio
1,475
Metanetiol CHA4S 1,524
1,58
1,67
Acido 2-hexidnico C6H802 1,714
1,984
Acido acétido C2H402 3,238
Dissulfeto de dimetila C2H6S2 4,256
4,71
Acido 2-metil-propandico C4H802 4,841
Acido pentandico C5H1002 5,662
Acido 3-metil-butandico C5H1002 6,629
Etilbenzeno C8H10 6,702
Acido 2-metil-butandico C5H1002 6,802
7,3
11,1
Tetrametil -3-(1,1-dimetilletill)-2,2,4,4-3-pentanol  C13H280 12,514
Trans-octahidro-2,2,4,4,7,7-hexametil-1H-indeno  C15H28 14,731

Dentre os dezoito compostos destacados (Figura 5), sete (38,9%) ndo foram identificados

utilizando a metodologia proposta, e ainda requerem elucidacdo posterior. Os 11 compostos

restantes foram previamente classificados como: compostos da via do enxofre (11,1%); acidos

organicos volateis, que correspondem ao maior grupo de compostos identificados (33,3%); o

etilbenzeno que faz parte do metabolismo microbiano em diversos ambientes e 0s compostos trans-

octahidro-2,2,4,4,7,7-hexametil-1H-indeno e tetrametil-3-(1,1-dimetiletil)-2,2,4,4-3-pentanol que

ndo possuem nenhuma fungdo bioldgica descrita.
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Figura 5. Representagdo esquematica qualitativa dos compostos preliminarmente identificados entre 0s mVVOCs
produzidos por G. diazotrophicus

Dentre os compostos de enxofre, encontram-se metanetiol e seu derivado dissulfeto de
dimetila (DMDS), o unico nesse trabalho que ja foi previamente classificado pela promocéo do
crescimento vegetal. Na Figura 6 é possivel observar mais detalhes sobre a identificagdo deste

composto, que apresentou 86,5% de similaridade com espectros depositados na biblioteca NIST.
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Figura 6 Detalhamento do dados de ldentificagdo do composto dissulfeto de dimetila. Representagcdo do pico
presente no cromatograma (A); Cromatograma do composto presente na mistura de VOCs (B); Cromatograma do
composto na biblioteca do NIST (C);Compostos indicados pela biblioteca NIST (D); Comparacdo do espectro na
amostra (vermelho) e composto da biblioteca (azul) (E).

5.5 Efeito de mutagdes em vias hormonais de A. thaliana sobre a resposta vegetal

induzida por VOCs produzidos por G. diozatrophicus

A relevancia de vias hormonais de A. thaliana para a resposta de promocao de crescimento
induzida por VOCs de G. diazotrophicus foi avaliada. Para tanto, a resposta de promoc¢do do
crescimento induzida por VOCs em plantulas selvagens (Col-0) foi comparada com a dos mutantes
abi4 (afetado na percepcio de Acido Abcisico), sid2.2 (afetado na producéo de écido salicilico),
aux1.7 (afetado na percepcdo de auxina), etrl-3 (afetado na percepcgdo de etileno), jarle jinl
(ambos afetados na percepgdo de &cido jasmonico). Adicionalmente, o transgénico NaHG, onde o
acimulo de Acido salicilico e fortemente reduzido, foi também avaliado. As analises feitas apds

21 dias de cultivo indicaram que o genotipo selvagem (Col-0) apresentou ganho de massa fresca
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de 307%. Dentre os gendtipos afetadas em vias hormonais, 0 mutante aux1.7 apresentou forte
reducdo na resposta de promogéo do crescimento, quando comparado a Col-0, com ganho de massa

fresca de 109% (Figura 7).
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Figura 7 Efeito de muta¢des em vias hormonais de A. thaliana sobre a resposta vegetal induzida por VOCs
produzidos por G. diozatrophicus. Representacdo de plantas controle versus plantas expostas aos VOCs de G.
diazotrophicus, crescidas 6 plantas por placa. Foi analisada a massa fresca de trés repeticdes, contendo 6 plantas, para
cada tratamento. (A) Ganho de massa em plantas de A. thaliana Col-0 e mutantes controle vs expostas a VOCs de G.
diazotrophicus. * e ** sdo significativos a 5% e 1% de probabilidade de erro pelo teste de médias (ANOVA) (B),

barras representam o desvio padrao.

A Figura 8 apresenta uma analise mais detalhada do efeito diferencial dos VOcs de G.
diazotrophicus sobre as plantas selvagens Col-0, e 0 mutante aux1.7. Podemos observar que o forte
ganho de biomassa de parte aérea gerado em Col-0 é drasticamente reduzido em aux1.7. Em raizes,
por sua vez, o efeito dos VOCs na reducdo do comprimento radicular em Col-0 ndo foi observado

em auxl.7.
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Juntos, os dados revelam que as vias de percepcao de auxina sdo essenciais para a resposta

vegetal aos VOCs produzidos por G. diazotrophicus, no ambito da promocéo do crescimento.

A Cornitole Tratado

COL O

AUX 1-7

Figura 8 Efeito diferencial dos VOCs de G. diazotrophicus sobre as plantas selvagens Col-0, e 0 mutante aux1.7.
Representacéo das plantas de A. thaliana Col-0 controle vs tratadas com VOCs de G. diazotrophicus (A) em detalhes,
é possivel observar a diferenca entre a plantas controle (Al) e tratadas (A2); Representa¢do das plantas de A. thaliana
mutante aux1.7 controle e tratadas com VOCs de G. diazotrophicus (B) em detalhes € possivel observar a diferenca
entre plantas controle (B1) e tratadas (B2).
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6 DISCUSSAO

Desde que mVVOCs foram diretamente apontados por promover o crescimento vegetal por
Ryu et al. (2003), um esforco vem feito para elucidar os mecanismos envolvidos. Para além da
promocdo de crescimento, esses compostos parecem ter papeis fundamentais em processos que
ocorrem na planta e nas interacOes rizosféricas (Mhlongo et al., 2018; Sharifi e Ryu, 2018).
Contudo, embora seja uma area promissora € em ascensao, nem todos 0s compostos organicos
volateis promovem o crescimento vegetal (Dirk Blom et al., 2011) e muitos outros compostos
produzidos ainda necessitam ser elucidados (Kai et al., 2009). O presente trabalho sugere que
compostos organicos volateis de G. diazotrophicus promovem o crescimento vegetal, tanto na
parte aérea quanto na raiz, levando ao ganho de biomassa, aumento do desenvolvimento de raizes
e induzindo a producdo de metabdlitos secundarios. Adicionalmente, os resultados obtidos neste
trabalho indicam que a via hormonal da auxina possui um papel crucial neste processo.

A promocd&o do crescimento vegetal em decorréncia da exposicéo a volateis bacterianos de
bactérias endofiticas ja foi descrita anteriormente. Compostos volateis da BPCV endofitica
Serendipita spp. Induziram o aumento de massa total de A. thaliana em aproximadamente 300%,
em condicBes similares as apresentadas nesse trabalho, embora o comprimento da raiz principal
das plantas tenha aumentado. Em tais ensaios, o aumento de pigmentos fotossintéticos e
antocianinas também foi induzido (Venneman et al., 2020). Os volateis de Serratia marcescens,
em um estudo focado no desenvolvimento de raizes, induziram o encurtamento de raiz primaria e
aumento de raizes laterais em A. thaliana. Tal trabalho também indicou que a auxina estava
diretamente relacionada a esse processo (Shi et al., 2010). Volateis da bactéria Pseudomonas
fluorescens, por sua vez, induziram o aumento de até 50% na biomassa de raiz, de até 100% na
parte aérea na planta Medicago truncatula e uma das cepas praticamente triplicou a quantidade de
pigmentos fotossintetizantes na planta (Hernandez-Ledn et al., 2015).

Dentre os acidos organicos possivelmente identificados tem-se: o &cido acético, um
produto ja& descrito no metabolismo de Gluconacetobacter diazotrophicus (Cavalcante e
Dobereiner, 1988); acido 2-hexinoico, que ndo € descrito na literatura; o &cido isovalérico (acido
3-metil-butanoico) e seu isdmero &cido 2-metil-butandico que ja foi descrito em misturas de VOCs

de BPCV (Syed-Ab-Rahman et al., 2019) e os acidos pentandico e 2-metil-propandico.
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No volatoloma de G. diazotrophicus, dentre 0s compostos organicos volateis identificados
esta 0 dissulfeto de dimetila (DMDS) e seu precursor, 0 metanetiol. No genoma de G.
diazotrophicus, ha a anotagdo de genes para a producdo de ambas as moléculas (Bertalan et al.,
2009). O DMDS esta entre os principais compostos do ciclo do enxofre e sua oxidacdo gera outro
composto menos comum mas igualmente relevante, que ¢ o DMDS (Cho et al., 1991), seja por
oxidacdo através de compostos quimicos (Jee e Tao, 2006) ou por fotooxidacao (Yin et al., 1990).
O mecanismo de sintese do DMDS no volatoloma de G. diazhotrophicus é desconhecido, em vista
que essa é a primeira vez que esse composto é relacionado a esta bactéria.

Compostos que possuem enxofre, como o0s sulfetos, suplementam plantas
nutricionalmente. Depois de absorvido, o enxofre pode ser armazenado em vaclolos ou
assimilados em compostos organicos. A assimilacdo ocorre de duas maneiras: como sulfato ou na
forma reduzida, o sulfeto, que também é substrato para a sintese de cisteina (Bick e Leustek, 1998).
Em plantas, a maior parte do enxofre € assimilada de maneira reduzida, e noventa por cento do
enxofre encontra-se nos aminoacidos cisteina e metionina (Giovanelli et al., 1980). A regulacao
da captacdo de enxofre por plantas inclui o balanco da disponibilidade e a demanda para o
crescimento e inclui mecanismos como mobilizacdo e redistribui¢cdo do composto (Hawkesford e
De Kok, 2006). Além de compor aminoacidos, o enxofre estd envolvido na biossintese do
hormonio etileno, que ¢é derivado da metionina (Igbal et al., 2013) e de proteinas que possuem
clusters contendo ferro e enxofre (Fe-S), envolvidas na biossintese de clorofila e no metabolismo
redox (Hu et al., 2017).

Em um estudo realizado por Meldau e colaboradores (2013), foi fornecido para a bactéria
Bacillus sp B55 um meio com enxofre marcado (*S), que foi incorporado no metabolismo a
medida que o microorganismo se desenvolveu. Ao fim do experimento, plantas de Nicotiana
attenuata presentes no outro lado da placa bipartida possuiam o composto marcado, corroborando
com a ideia de que o enxofre foi assimilado na forma volatil, através de DMDS produzido por
Bacillus spp. Nesse mesmo estudo, um mutante hormonal vegetal de A. thaliana com deficiéncia
na producéo do etileno (etrl) absorveu mais enxofre marcado, criando a hipdtese de que a planta
deficiente em etileno necessita de mais enxofre reduzido, e fornecendo evidéncias de que o

metabolismo de enxofre e etileno estdo em comunicagéo direta.
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A relacdo entre enxofre e etileno em plantas € complexa e pouco elucidada (Wawrzynska
et al., 2015). Mas o tema vem ganhando importancia. Tem surgido varios dados sobre a influéncia
da nutrigdo de enxofre na producéo do etileno e sobre o impacto do etileno na expresséo dos genes
relacionados a atividade das enzimas e niveis de metabdlitos de enxofre (Kopriva et al., 2019; Al
Murad et al., 2021; Nawaz et al., 2019).

A ativacdo de genes ligados a auxina também esta associada a deplecdo de enxofre na
planta (Nikiforova et al., 2003). Estudos de transcriptdmica e metabolémica indicaram que a
auxina pode estar envolvida na comunicacdo do estado nutricional do caule para a raiz, induzindo
a formacéo de raizes quando o enxofre é limitante (Nikiforova e Daub e et al., 2005; Nikiforova e
Kopka e et al., 2005). Outros estudos de transcriptomica também apontam que genes relacionados
a auxina fazem parte de uma resposta complexa a homeostase do enxofre (Falkenberg et al., 2008).
Utilizando-se de genes reporter foi possivel constatar que o acimulo de auxinas é suprimido
quando ha a deficiéncia de enxofre, assim como a formacéo de raizes laterais (Dan et al., 2007).
No sentido oposto , baixos niveis de sulfato promovem o alongamento da raiz priméaria e a
repressdo genes de biossintese e transporte da auxina. Quando o enxofre disponivel é detectado,
h& o aumento da expressdo de auxinas, reprogramacdo da raiz e o desenvolvimento de raizes
laterais e pelos radiculares, principalmente em solos rasos (Zhao et al., 2014). Trata-se, portanto,
de um mecanismo adaptativo, que em solos pobres a raiz alonga-se para “encontrar” o nutriente e
em solos rasos e ricos ha o desenvolvimento de um maior nimero de raizes e pélos radiculares
para absorver mais daquele nutriente.

O ‘crosstalk’ entre auxina e etileno estd envolvido nos processos de desenvolvimento
radicular. O etileno controla positivamente a biossintese de auxina no apice de raiz, resultando em
uma concentragdo que inibe o alongamento celular (Swarup et al., 2007). A interacéo entre os dois
hormonios pode também regular a formacdo de raizes laterais e adventicias (Xu et al., 2020) e
pelos radiculares (Vissenberg et al., 2020).

Ao inocular G. diazotrophicus em placa de Petri bipartida por 21 dias com plantulas de A.
thaliana e mutantes da planta para as vias hormonais, foi possivel perceber que o mutante
insensivel a auxina (aux1.7) apresentou 0 menor ganho de massa observado (Figura 8). Os dados
corroboram com o que se sabe da relagdo entre compostos de sulfeto e auxina, sugerindo que o
DMDS pode ser de fato um composto responsavel pela promocao de crescimento e alteracdo na

fisiologia da raiz de Col-O0.
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O gendtipo mutante aux1.7 é defectivo em um gene da via das auxinas responsavel pelo
transporte e posicionamento do hormonio para o desenvolvimento de raizes laterais.
Fenotipicamente, a planta apresenta a parte aérea semelhante ao gendtipo selvagem, raiz alongada
com resposta geotropica alterada. Além de resistente a auxina, 0 mutante possui certa resisténcia
ao etileno (Swarup et al., 2004), dois hormdnios diretamente relacionados ao metabolismo de
enxofre na planta.

Enguanto o gendtipo selvagem apresentou um crescimento de 307%, desenvolvimento de
raizes laterais e encurtamento da raiz principal em resposta aos compostos volateis de G.
diazotrophicus, o mutante aux 1.7 apresentou um crescimento de 109%, o unico significativamente
menor entre todos 0s genotipos testados. Além disso, 0 mutante aux1.7 também ndo apresentou
encurtamento de raiz primaria (Figura 9), pelo contrério, apresentou a raiz mais longa em resposta
aos compostos volateis de G. diazotrophicus. Um estudo utilizando apenas 0 DMDS e mutantes
de A. thaliana corrobora com os resultados apresentados nesse trabalho: Tyagi et al., (2019)
observou gue em diversos mutantes de auxina, o composto DMDS néo induziu significativamente
a promoc¢do de crescimento e no gendtipo selvagem houve o aumento de raizes laterais, pelos
radiculares, encurtamento de raiz primaria. Outro trabalho, realizado por Zamioudis et al. (2013)
revelou, por microscopia um acumulo maior de auxina no apice radicular. Em outro estudo,
utilizando compostos volateis de Pseudomonas spp., foi constatada a ativacdo da via da auxina
através de mutantes, e observado por microscopia que 0 encurtamento de raizes ndo ocorre pela
auséncia de multiplicacdo no apice radicular, mas ao ndo alongamento dessas células.

O aumento expressivo no nivel de flavonois observado apds a exposicdo de A. thaliana aos
volateis de G. diazotrophicus também pode ter relacdo com a via da auxina. Flavonois representam
a classe mais antiga de flavonoides que desempenha fungdes importantes no crescimento vegetal
e induz a resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Shah e Smith, 2020). Flavondis, em particular,
apresentam uma grande eficiéncia no combate a espécies reativas de oxigénio (ROS), mas sua
funcédo regulatéria vai além da capacidade de reduzir essas espécies (Pollastri e Tattini, 2011).
Esses compostos possuem uma grande afinidade com proteinas que controlam cascatas de
sinalizacdo vitais para o crescimento e desenvolvimento celular, em destaque a de auxinas (Taylor
e Grotewold, 2005). Analises filogenéticas sugerem que mecanismos de transporte de auxina
evoluiram na presenca de compostos flavondides, para a eliminacdo de espécies reativas de

oxigénio e o combate de outros estresses (Pollastri e Tattini, 2011). Flavondis e isoflavonas
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modulam a atividade das glicoproteinas transportadoras de auxina e parecem modular a atividade
de algumas proteinas regulatorias na via (Agati e Tattini, 2010). Flavonois exdgenos (ou sua
auséncia) podem atuar como um modulador ndo obrigatério do transporte de auxina (Peer e
Murphy, 2007). No caso de flavonois glicosilados, podem também participar do processo de
inibicdo do crescimento da raiz primaria, desenvolvimento das raizes laterais, alterar o padréo de
expressdo de genes especificos associados a diferenciacdo do tecido radicular. Desta forma,
influenciam respostas ao estresse que dependem da auxina (Franco et al., 2015; Kuhn et al., 2011).
J& sintese e acimulo de flavonois podem ser regulados por auxina e por etileno, ativando redes
transcricionais que influenciam diretamente na arquitetura radicular (Lewis et al., 2011).

Flavondis e antocianinas sdo os polifendis predominantes nos tecidos de A. thaliana,
ambos derivados da via dos fenilpropandides (Martens et al., 2010; Tian et al., 2015). Antocianinas
sd0 responsaveis por parte da pigmentacdo em plantas e € o Unico composto do grupo dos
flavonoides que absorve luz na frequéncia ultra-violeta e no espectro visivel (Brouillard et al.,
1993). Dentre as suas principais fungdes bioldgicas estdo a fotoprotecdo da planta e o combate a
espécies reativas de oxigénio, que podem ser decorrentes da fotorespiracdo e do acumulo de
acucares pela planta (Neill e Gould, 2003; Rolland et al., 2006; Wang et al., 1997). O aumento do
teor de antocianinas em A. thaliana em contato com os VOCs de G. diazotrophicus, portanto, pode
ser explicado pelo aumento dos niveis de fotossintese. O aumento da fotossintese, por sua vez,
pode ser explicado, primeiramente, pelo aumento da disponibilidade de gas carb6nico, decorrente
da respiracdo da bactéria no ambiente fechado. O aumento da disponibilidade de carbono leva ao
aumento da atividade da enzima RuBisCo e, com isso, aumentam as taxas fotossintéticas e 0s
teores de pigmentos fotossintéticos (Idso et al., 1996; Thompson et al., 2017).

O aumento de pigmentos também pode ser decorréncia da acidificacdo do meio, por
intermédio de acidos volateis (Huiming Zhang et al., 2009). Com a diminuicdo do pH, hd o
aumento da solubilizacdo do ferro e de sua absorc¢do (Lindsay e Schwab, 1982). O ferro é essencial
para a biossintese de clorofila (proteinas que compdes cloroplastos possuem clusters contendo
ferro e enxofre (Fe-S)). O ferro também atua como um cofator importante para a cadeia
transportadora de elétrons em plantas (Castulo-Rubio et al., 2015; Hu et al., 2017; Sharifi e Ryu,
2018; Wang J. et al., 2017). Ja que o ferro é limitante no ambiente devido a sua solubilidade os
organismos fotossintéticos devem se aclimatar a sua disponibilidade para evitar o estresse

associado a sua deficiéncia (Kroh e Pilon, 2020). Volateis bacterianos também ja mostraram a
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capacidade de induzir genes para a absorcao de ferro se houver também a percepcdo de sinais
ligados a fotossintese (Hernandez-Calderon et al., 2018; Zamioudis et al., 2015). Outros estudos
sugerem que a disponibilidade limitada de enxofre reduz a absorcéo de ferro e por sua vez, a
deficiéncia de ferro resulta na modulacéo da captacdo e da assimilagdo de sulfatos (Zuchi et al.,
2015).

Juntos, os achados do presente estudo revelaram a acdo dos VOCs produzidos por G.
diazotrophicus como um potente mecanismo de promocao do crescimento vegetal em plantas de
A. thaliana, sugerindo o composto dissulfeto de dimetila (DMDS) como principal efetor deste
processo. Adicionalmente, os testes revelaram a essencialidade das vias vegetais de
percepcao/transporte de auxina para tal resposta. Este € o primeiro trabalho a demonstrar o
potencial de VOCs de G. diazotrophicus na promog¢éo do crescimento vegetal, e abre interessantes
perspectivas de futuros estudos dedicados a caracterizacdo de tais mecanismos, bem como a

atividade funcional do DMDS durante a interacdo com as plantas.
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7 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados deste trabalho contribuem para o entendimento acerca

das potencialidades de compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus, propiciando o futuro

desenvolvimento de novos conhecimentos e tecnologias associadas a promoc¢do do crescimento

vegetal:

Compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus promovem o crescimento vegetal
em A. thaliana.

Plantas expostas aos VOCs produzidos por G. diazotrophicus apresentam aumento da
sintese dos pigmentos fotossinéticos clorofila a, clorofila b e carotendides, sugerindo o
aumento da atividade fotossintética na planta.

VOCs produzidos por G. diazotrophicus induzem a sintese dos metabolitos secundarios
flavonois e antocianinas em plantas de A. thaliana.

A via de percepcao/transporte de auxina é essencial para resposta vegetal aos compostos
volateis produzidos por G. diazotrophicus.

O composto volatil DMDS, presente no volatoloma de G. diazotrophicus, € um dos

potenciais compostos efetores da resposta de promogéo do crescimento vegetal.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A promocdo do crescimento vegetal promovida por volateis de G. diazotrophicus e o

aumento da produgdo de compostos secundarios abrem margem para uma investigacdo mais

detalhada de diversos aspectos participantes dessa interagdo como:

Estudar os principais genes e proteinas vegetais regulados em resposta aos VOCs
bacterianos, através de analises transcriptdmicas e protedmicas;

Avaliar as principais vias e genes bacterianos envolvidos na producao de VOCs promotores
do crescimento vegetal, atraves do ‘screening’ de biblioteca de mutantes insercionais de
Gluconacetobacter diazotrophicus.

Avaliar os principais fatores genéticos vegetais envolvidos na resposta aos VOCs
bacterianos, atraves do screening de biblioteca de ecétipos de A. thaliana;

Investigar o papel dos VOCs de plantas na inducdo de VOCs microbianos;

Estudar o efeito dos compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus na mitigacédo de
estresses ambientais em plantas de A. thaliana;

Estudar o efeito dos compostos volateis produzidos por G. diazotrophicus na promoc¢édo do

crescimento em outras espécies vegetais.
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