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RESUMO

SOUSA, Vitor Morais de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2024. Potencial de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas no
controle da murcha-de-ralstonia em eucalipto. Orientador: Rafael Ferreira
Alfenas.

A murcha-de-ralstonia, causada por Ralstonia solanacearum, € uma das doencas
mais destrutivas em viveiros clonais de eucalipto no Brasil. Este estudo avaliou o
potencial de sete isolados de rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) no
controle bioldgico da doenga. Os isolados foram identificados através de anadlise
multigénica: Bacillus velezensis (3918, S2), Bacillus amyloliquefaciens (S1),
Pseudomonas aeruginosa (FI2), Pseudomonas oleovorans (Ca) e Pseudomonas
putida (MF2, MF4). A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada por difusdo em
agar e emissdo de compostos organicos volateis (COVs), ambos contra R.
solanacearum. O isolado FI2 (P. aeruginosa) apresentou os maiores halos de
inibicado (1,07-1,08 cm), enquanto todos os isolados de Pseudomonas spp.
produziram COVs capazes de reduzir significativamente o crescimento do patdégeno
em até 96,2%. Em mudas seminais de Eucalyptus urophylla cultivadas em substrato
infestado com R. solanacearum, o isolado 3918 reduziu a incidéncia de murcha em
72,4%, enquanto FI2 reduziu em 48,1%. Em minicepas clonais do hibrido CLR 371
(E. grandis x E. urophylla), a eficiéncia de controle foi de 87,5% (isolado 3918) e
62,5% (isolado FI2). Todos os tratamentos com rizobactérias apresentaram menor
deteccdo de R. solanacearum no apice das plantas, sugerindo interferéncia nos
processos iniciais de colonizagédo vascular. Esses resultados evidenciam o potencial
de rizobactérias, particularmente B. velezensis (3918) e P. aeruginosa (FI2), como
agentes promissores no biocontrole da murcha-de-ralstonia em eucalipto. A
aplicacao dessas rizobactérias representa uma estratégia viavel para o manejo
integrado da doenca em viveiros florestais.

Palavras-chave: Bacillus velezensis, Pseudomonas aeruginosa, biocontrole,
Ralstonia solanacearum, Eucalyptus spp.



ABSTRACT

SOUSA, Vitor Morais de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2024.
Potential of plant growth-promoting rhizobacteria in the management of
ralstonia wilt in eucalyptus. Adviser: Rafael Ferreira Alfenas.

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the most destructive
diseases in eucalyptus clonal nurseries in Brazil. This study evaluated the biocontrol
potential of seven plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) isolates against this
pathogen. The isolates were identified through multilocus sequence analysis: Bacillus
velezensis (3918, S2), Bacillus amyloliquefaciens (S1), Pseudomonas aeruginosa
(FI2), Pseudomonas oleovorans (Ca), and Pseudomonas putida (MF2, MF4). In vitro
antimicrobial activity was evaluated through agar diffusion assays and volatile
organic compound (VOC) emission against R. solanacearum. lIsolate FI2 (P.
aeruginosa) produced the largest inhibition halos (1.07-1.08 cm), while all
Pseudomonas spp. isolates produced VOCs capable of reducing pathogen growth by
up to 96.2%. In Eucalyptus urophylla seedlings cultivated in R. solanacearum-
infested substrate, isolate 3918 reduced wilt incidence by 72.4%, while FI2 reduced it
by 48.1%. In clonal minihedges of hybrid CLR 371 (E. grandis x E. urophylla), control
efficiency was 87.5% (isolate 3918) and 62.5% (isolate FI2). All rhizobacteria
treatments showed reduced R. solanacearum detection in plant apexes, suggesting
interference with initial vascular colonization processes. These results demonstrate
the biocontrol potential of rhizobacteria, particularly B. velezensis (3918) and P.
aeruginosa (FI2), against Ralstonia wilt in eucalyptus. Application of these
rhizobacteria represents a viable strategy for integrated disease management in
forest nurseries.

Keywords: Bacillus-velezensis, Pseudomonas-aeruginosa, biocontrol, Ralstonia-
solanacearum, Eucalyptus spp
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1. INTRODUGAO

A murcha-de-ralstonia, causada por bactérias pertencentes ao complexo Ralstonia
Solanacearum, € uma das doencgas de plantas mais destrutivas do mundo, afetando
mais de 450 espécies vegetais em diversas regides geograficas, desde areas tropicais
até climas temperados(WICKER et al., 2007) . Em eucalipto, no Brasil, a doenga incide
tanto em viveiro quanto em campo e, € causada principalmente por R. solanacearum
e, mais recentemente, por R. pseudosolanacearum (FREITAS et al., 2020) e R. syzyqgii
(DE REZENDE et al., 2025). Essas bactérias sdo residentes do solo e infectam as
plantas via raizes e podem ser dispersadas por ferramentas de poda infestadas
(HAYWARD, 1991). Apos a infeccdo, as bactérias colonizam o cortex radicular,
invadem o xilema e comprometem o transporte de agua, levando a murcha e a morte
da planta (AGRIOS, 2005; VASSE; FREY; TRIGALET, 1995)

Atualmente, o plantio de mudas assintomaticas para formar o minijardim clonal &
a principal forma de disseminagao da doencga em viveiros, embora outras fontes de
indculo, como a agua de irrigacao e a areia utilizada no leito dos canaletdes, também
sao importantes (ALFENAS et al., 2006). Apos a bactéria se estabelecer no minijardim
clonal, a doenca é disseminada por meio da coleta de miniestacas infectadas, porém
assintomaticas. Essas miniestacas, ao se desenvolverem em mudas, s&o
posteriormente plantadas no campo, perpetuando o ciclo de infeccdo. No campo,
como as plantas, as variagbes climaticas desempenham um papel importante na
expressao dos sintomas da doenca, uma vez que debilitam a planta e favorecem a
multiplicagdo da bactéria (ALFENAS, 2017; MAFIA et al., 2012).

Quando a bactéria se estabelece em viveiros, as alternativas de controle sdo
limitadas. Neste caso, a reforma do minijardim com mudas comprovadamente, a
erradicagao das fontes de indculo, a desinfestacdo das tesouras de poda, tubetes e
bandejas em agua quente, sao as principais formas de controle da doenga (ALFENAS
et al., 2006). No campo, o plantio de clones resistente é a Unica estratégia de manejo
atualmente disponivel.

Na China, o tratamento de mudas com isolados da rizobactéria Pseudomonas
fluorescens demonstraram potencial para utilizagdo do controle da doenca (RAN et
al., 2005). Assim, a produ¢do de mudas rizobacterizadas bem como a aplicagéo de
microrganismos antagonistas na areia utilizada para formar o minijardim clonal, pode

constituir uma pratica importante a ser adotada no manejo integrado da doencga.



Entre os agentes de controle biolégico mais estudados, as rizobactérias do tipo
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), ou rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas, tém se destacado como agentes eficazes no controle de
doencas de plantas. As PGPR sao microrganismos benéficos que colonizam a
rizosfera, o rizoplano e os tecidos radiculares das plantas, promovendo seu
crescimento por meio da fixagado de nitrogénio, produgao de fitorménios e inducao de
resisténcia a estresses abioticos (KLOEPPER; LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989;
MOHANTY et al., 2021; SANTOYO et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2007) e bioticos
(TEIXEIRA et al.,, 2005). Além disso, essas bactérias podem ter acdo contra
patdogenos por meio de interagdes antagdnicas diretas e indiretas, como a producgao
de antibidticos e competicdo por nutrientes e espaco (CONRATH et al., 2015;
PIETERSE et al., 2014).

Diversos géneros bacterianos tém mostrado potencial para o controle biolégico de
doencgas em plantas, incluindo Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces, com destaque
para as cepas de Bacillus spp., e Pseudomonas fluorescens, que possuem
propriedades antimicrobianas comprovadas (HAAS; DEFAGO, 2005; RAAIJMAKERS;
MAZZOLA, 2012). Especificamente, cepas de B. velezensis tém sido eficazes no
controle de patégenos como Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum (JIANG et al.,
2018; WEI et al., 2023), enquanto Pseudomonas fluorescens tem demonstrado
atividade inibitéria contra uma ampla gama de fitopatdgenos, incluindo Rhizoctonia
solani e Alternaria sp. (HOWELL; STIPANOVIC, 1979). Tais propriedades, somadas
a sua capacidade de induzir resisténcia nas plantas, tornam as PGPRs uma estratégia
importante no controle de doencgas, especialmente contra a murcha-de-ralstonia em
eucalipto.

Estudos preliminares sugerem que isolados de rizobactérias do género Bacillus
possuem a capacidade de reduzir a incidéncia de Ralstonia solanacearum em mudas
de eucalipto (SANTIAGO et al., 2015). Esse potencial de biocontrole abre novas
perspectivas para o manejo da doencga.

Nesse contexto, esta dissertacdo teve como objetivos (i) identificar sete isolados
de rizobactérias obtidos da rizosfera de Eucalyptus urophylla, selecionados com base
em estudos anteriores com base no potencial de promover o crescimento e o
enraizamento de plantas de eucalipto; (ii) avaliar o potencial desses sete isolados na
supressao in vitro de R. solanacearum, por meio de ensaios de difusdo em agar e

emissao de compostos organicos volateis (COVs); e (iii) testar a eficacia biolégica



desses isolados no controle da murcha-de-ralstonia em mudas seminais e minicepas

clonais de Eucalyptus spp.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizagdao morfolégica e identificagdo molecular de isolados de

rizobactérias

Os isolados de rizobactérias foram obtidos da coleg¢ao de cultura do Laboratério
de Patologia Florestal (UFV/Bioagro). Dentre os 96 isolados disponiveis, sete foram
selecionados devido ao seu potencial de indugado de enraizamento e promogao do
crescimento de plantas de eucalipto em experimentos prévios (TEIXEIRA et al., 2005,
2007) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagdo dos isolados de rizobactérias com base na analise da regido
16S do rRNA (Teixeira et al., 2007)

Codigo dos isolados Classificagao Teixeira 2007

3918 Bacillus subtilis

Ca Pseudomonas fulva

FI2 Pseudomonas aeruginosa
MF2 Pseudomonas sp.

MF4 Pseudomonas sp.

S1 Bacillus subtilis

S2 Bacillus subtilis

Os isolados, armazenados em ultra freezer (-80 °C), foram reativados em meio de
cultura Kado 523, incubados por 24 h a 28°C com fotoperiodo de 12 h, e
posteriormente utilizados nos ensaios. Efetuou-se a caracterizagdo morfolégica das
rizobactérias quanto a forma, coloracéao, elevagao e bordas das colbnias.

O DNA das rizobactérias foi extraido utilizando o kit Wizard® e quantificado em
NanoDrop 2000c. Os produtos de PCR foram purificados usando o kit PCR ExoSAP-
IT™ e sequenciados em um equipamento ABI PRISM 3500, utilizando os mesmos
primers empregados na reagdo de PCR (Tabela 2). Os reagentes e equipamentos
utilizados para sequenciamento dos fragmentos de DNA foram da Applied
Biosystems. A qualidade dos eletroferogramas gerados foi avaliada utilizando o

software  Sequence Scanner v. 1.0 (Applied Biosystems) e PHPH
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(http://lbi.cenargen.embrapa.br/phph/). Posteriormente, as sequéncias consenso
foram montadas usando o software SeqAssem e as posigcdes ambiguas dos
nucleotideos foram esclarecidas usando sequéncias de ambas as fitas de DNA. Para
a realizar a analise filogenética, além das sequéncias geradas, outras sequéncias de
espécies tipo pertencentes ao género analisado foram obtidas do banco de dados de
nucleotideos do GenBank do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento multiplo
das sequéncias nucleotidicas foi realizado utilizando o MAFFT v. 7.0 (KATO et al.
2019) e visualizado no MEGA v. 11(TAMURA et al. 2021). Foi gerado um conjunto de
dados com 28 unidades taxon6micas operacionais (OTUs) para identificacdo dos
isolados pertencentes ao género Bacillus e 90 OTUs para identificacdo dos isolados
pertencentes ao género Pseudomonas. As arvores filogenéticas foram construidas por
maxima verossimilhanca (RAxML) usando a plataforma CIPRES (Cyberinfrastructure
for Phylogenetic Research) A visualizagdo e edicao da arvore filogenética foram

geradas nos programas FigTree v. 1.4.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Tabela 2 — Primers e regides génicas correspondentes utilizados na identificacéo
molecular dos isolados de rizobactérias

Regiao/gene Tamanho do Nome do Oligonucleotideo
amplicon (pb) primer
16S rRNA 1000 27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
recA 540 recA-F 5'-GATCGTCAAGCAGCCTTAGAT-3'
recA-R 5'-TTACCGACCATAACGCCGAC-3'
gyrA 740 gyrA3-F 5'-GCDGCHGCNATGCGTTAYAC-3'
gyrA3-R 5-ACAAGMTCWGCKATTTTTTC-3'
rpoB 1247 LAPS 5-TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3
LAPS27 5-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3’
rpoD 760 PsEG30F 5-ATYGAAATCGCCAARCG-3

OsEG790R 5-CGGTTGATKTCCTTGA-3
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2.2 Isolado de Ralstonia solanacearum

O isolado LPF 710 de Ralstonia solanacearum, comprovadamente agressivo
(FREITAS et al., 2021), foi utilizado no presente trabalho. O isolado foi cultivado em
meio Caseina-Peptona-Glicose (CPG) (KELMAN, 1954) por 48 h a 28°C e a
concentragado bacteriana foi ajustada para 1028 UFC/mL (ODs00=0,5) para todos os

experimentos.

2.3Avaliacao da atividade antibacteriana in vitro contra Ralstonia

solanacearum

Avaliou-se o potencial antagbnico de sete isolados de rizobactérias (Tabela 1),
previamente selecionados com base em estudos anteriores (TEIXEIRA et al., 2007),
para o controle do crescimento de Ralstonia solanacearum, por meio do ensaio de
difusdo em agar com discos de papel (TAHIR et al., 2017). Para isso, cinco yL de uma
suspensao de R. solanacearum ajustada para 102 UFC/mL (ODgoo = 0,5) foram
adicionados a um frasco Erlenmeyer contendo 150 mL do meio CPG (KELMAN, 1954)
fundido (<= 50 °C) e homogeneizado. Em seguida, cerca de 20 mL desse meio foi
vertido em placas de Petri, que foram mantidas por 24 horas a 28 °C, sob fotoperiodo
de 12 horas, para permitir o crescimento bacteriano.

Posteriormente, 10 uL de uma suspenséo ajustada para 102 UFC/mL (ODe00=0,5)
de cada uma das sete culturas de rizobactérias, crescidas em meio Luria Bertani (LB)
liquido (BERTANI, 1951) foram depositados sobre discos de papel filtro estéreis (5
mm de didmetro), distribuidos equidistantemente sobre a superficie das placas
contendo R. solanacearum. Como testemunha negativa foi aplicada apenas agua
destilada estéril nos discos de papel (Figura 1).

As placas foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com nove
repeticdes por tratamento, e o experimento foi repetido ao menos uma vez. Apés 24
horas de incubacgao a 28 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, mediu-se o didmetro dos
halos de inibigao para avaliar o potencial antagdnico das rizobactérias.

A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA fatorial (dois fatores) para
verificar os efeitos principais dos tratamentos e do tempo, bem como sua interacgao.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia
de 5% (p < 0,05).
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Figura 1 — Desenho esquematico da metodologia utilizada para avaliar antagonismo

in vitro de rizobactérias contra Ralstonia solanacearum
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2.4 Avaliacao da atividade antibacteriana in vitro de COVs produzidos por

rizobactérias contra Ralstonia solanacearum

O ensaio de placas duplas foi utilizado para avaliar o potencial de producéo de
compostos organicos volateis (COVs) por rizobactérias com capacidade de inibir o
crescimento de Ralstonia solanacearum (TAHIR et al., 2017).

Vinte yL de uma suspensdo de R. solanacearum, ajustada para 10® UFC/mL
(ODgoo = 0,5), foram depositados em uma das metades de uma placa de Petri
contendo meio CPG (KELMAN, 1954). Na outra metade, contendo meio salino minimo
modificado (MS) (1,5% de agar, 1,5% de sacarose e 0,4% de TSA p/v) (RAZA et al.,
2016), foram aplicados 20 uL de culturas de rizobactérias previamente crescidas
overnight em meio LB liquido (BERTANI, 1951). Como testemunha negativa foi
aplicada apenas agua destilada estéril em meio MS e na outra metade foi aplicado a
suspensao de R. solanacearum seguindo a mesma metodologia acima.

As placas foram imediatamente seladas com Parafilm® e incubadas a 28 °C por
24 horas. Ap6s o periodo de incubacao, a concentracdo de R. solanacearum foi
determinada por meio da leitura da absorbancia da suspensao obtida pela lavagem
da superficie da placa com o meio CPG (Figura 2). As leituras foram feitas em
triplicadas por tratamento, com ao menos uma repetigao temporal.

A analise estatistica foi conduzida por meio de ANOVA fatorial (dois fatores),
considerando os efeitos principais dos tratamentos e do tempo, além da interacéo
entre esses fatores. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Figura 2 — Desenho esquematico da metodologia utilizada para avaliar in vitro o
potencial das rizobactérias em produzir compostos organicos volateis (COVs) capazes
de inibir o crescimento de Ralstonia solanacearum
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2.5Controle de Ralstonia solanacearum em mudas seminais de

Eucalyptus urophylla

Uma amostra de 11 L de substrato comercial (Carolina Soil®), previamente
enriquecido com superfosfato simples e fertilizante de liberagdo controlada
(Osmocote®), foi infestada com uma suspenséo bacteriana de R. solanacearum na
concentracdo de 102 UFC-mL™ (ODg¢oo = 0,5), na propor¢cédo de 0,1 mL-cm™ de
substrato. Apds incubagao por 72 horas a 28 °C, parte desse substrato infestado foi
tratada, separadamente, com suspensdes dos isolados UFV3918 e FI2 de
rizobactérias, preparados na mesma concentracao e proporg¢ao (0,1 mL-cm™3) (Figura
3).

Preparo do Infestagdo do Rizobacterizacdo do Plantio das Avaliagdo
Substrato Substrato Substrato sementes

+ Ralstonia

solanacearum
T1

..\
3918

. [ ] 5
g |
. T .

w5ES 0\

2]

Controle negativo + Ralstonia Controle Positivo
solanacearum

3 ™
[ '

Y b X ° .
4 [ ' [
NaCl 0,85% NaCl 0,85% NaCl 0,85%

Plantio das Plantio das
sementes sementes

Figura 3 — Esquema de avaliacdo do potencial de rizobactérias como agentes de
biocontrole da murcha-de-ralstonia, causada por Ralstonia solanacearum em mudas
seminais de eucalipto.

O substrato infestado e rizobacterizado foi distribuido em tubetes plasticos com
volume de 55 cm?, nos quais se realizou a semeadura de E. urophylla. Em seguida,
os tubetes foram mantidos em camara de crescimento a 28 °C, com fotoperiodo de 12
horas e irradiancia de 137 pmol fétons-m™2-s™"'. Como testemunha negativa, utilizou-

se substrato infestado com R. solanacearum, sem adi¢gdo de rizobactérias. O
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experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos (isolados UFV3918 e FI2), duas testemunhas, e 177 tubetes por

tratamento (Tabela 3).

Tabela 3 — Relagao de tratamentos na avaliagdo do biocontrole de Ralstonia

solanacearum em mudas seminais de eucalipto

Tratamento Isolado de rizobactéria Bactéria Fitopatogénica

T1 - Testemunha negativa
T2 - Testemunha negativa Ralstonia solanacearum
T3-3918 +Rs 3918- Ralstonia solanacearum
T4 - FI2+ Rs Fl2- Ralstonia solanacearum

T1 - Testemunha negativa, sem inoculagdo de Ralstonia solanacearum e sem aplicagdo de
rizobactérias; T2 - Testemunha positiva, inoculagdo de R. solanacearum e sem aplicagao de
rizobactérias; T3 - 3918+ Rs, com inoculagdo de R. solanacearum e aplicagao do isolado de
rizobactéria 3918; T4 - FI2 + Rs, com inoculagao de R. solanacearum e aplicacido do isolado
de rizobactéria FI2.

A cada cinco dias, durante um periodo de 75 dias apds a semeadura, foi avaliada
a incidéncia da doenca por meio da quantificacdo do numero de mudas murchas. A
presenca de R. solanacearum nas mudas sintomaticas foi confirmada por exsudacao
microscopica de pus, teste imunocromatografico (Agdia®) e isolamento em meio de
Kelman suplementado com cloreto de tetrazdlio (ALFENAS et al., 2015; KELMAN,
1954) (Figura 4).

A incidéncia de mortalidade foi calculada, em cada avaliagéo (DAI), como a razao
entre o numero de mudas mortas e o total de mudas por tratamento.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator para
avaliar o efeito dos tratamentos, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% (p <0,05).

A area sob a curva de progresso da incidéncia (AUDC, %-dia) foi calculada pela
regra do trapézio entre DASs consecutivos de 15 a 75, a partir das curvas de
incidéncia percentuais. Para comparagao entre tratamentos, ajustou-se ANOVA de

um fator sobre a AUDC por repetigédo e aplicou-se o teste de Tukey (5%).
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Figura 4 — Experimento in vivo com mudas seminais de Eucalyptus urophylla: (A)
Aplicagao do indculo no substrato; (B) homogeneizagéo do substrato; (C) distribuicao
do substrato nas bandejas; (D) plantio das sementes de eucalipto por tubete; (E) muda
emergida do T1 com sintomas de murcha aos 15 D.A.l.; (F) muda do T2 com sintomas
aos 30 D.A.l.; (G) muda do T2 com sintomas aos 45 D.A.l.(H, I) mudas do testemunha
positiva com sintomas aos 65 D.A.l.; (J) mudas do T2 com sintomas aos 65 D.A.l.; (K)
Muda sadia do T2 aos 75 D.A.l.; (L) isolamento de Ralstonia solanacearum em meio
Kelman; (M, N) exsudacdo de pus bacteriano em lamina; (O) sintoma de
escurecimento do caule em mudas infectadas; (P) teste adgia de imnucromatografia,
sendo o primeiro positivo € o segundo negativo para presenga de Ralstonia
Solanacearum.
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2.6Controle de Ralstonia solanacearum em minicepas clonais de

eucalipto

Mudas do clone hibrido CLR 371 (Eucalyptus grandis x E. urophylla) foram
produzidas em tubetes contendo substrato rizobacterizado com os isolados UFV3918
e FI2, com o objetivo de promover a colonizagao da rizobactéria na zona pilifera das
raizes. Aos 50 e 70 dias apos o estagueamento, foram aplicados 5 mL por muda de
uma suspensao bacteriana ajustada para 102 UFC-mL™" (ODgg0 = 0,5) dos respectivos
isolados UFV3918 e FI2.

Aos 90 dias apds o estaqueamento, as mudas foram inoculadas com Ralstonia
Solanacearum por imersao das raizes em uma suspensao ajustada para 102
UFC-mL™" (ODgo = 0,5). Em seguida, as mudas foram transplantadas para calhas
metalicas contendo, em sua base, uma lona plastica preta. Sobre a lona foi adicionada
uma camada de brita n° 2 (5 cm), seguida por uma tela de sombreamento tipo sombrite
(50%) e, por fim, uma camada de areia grossa lavada. A areia foi infestada com uma
suspensao bacteriana das rizobactérias, correspondentes com os tratamentos, na
concentracdo de 102 UFC-mL™ (ODg¢oo = 0,5), na proporgédo de 0,1 mL-cm™ de
substrato. Esta composicao visou simular as condigdes estruturais de um minijardim
clonal comercial com a rizobacterizacao da planta desde a etapa de enraizamento até

o estabelecimento do minijardim (Figura 5 e Figura 6).
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Rizobacterizagdo de Rizobacterizagdo da Inoculagdo das raizes Transplantio das
mudas enraizadas areia com R. solanacearum mudas
T e
3
391‘& 3918 3 —_— '
—»
Controle negativo
Controle Positivo
NaCl 0,85% NaCl 0,85% NaCl 0,85% NaCl 0,85%
N Bt N i
——b' —>
Inoculagdo das raizes
R. solanacearum

Figura 5 — Esquema da metodologia utilizada na avaliagdo do controle de Ralstonia
solanacearum em minicepas clonais de eucalipto mediado por rizobactérias
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Figura 6 — Calha utilizada como leito de minicepas clonais para avaliacdo do controle
de Ralstonia solanacearum em minicepas de eucalipto mediado por rizobactérias: (A)
Dimensdes das calhas; (B) Preenchimento das calhas.

Em cada calha foram transplantadas 12 mudas, dispostas em espacamento de 10
x 10 cm entre plantas e entre linhas, sob sistema de fertirrigacdo manual (Anexo A).
O experimento foi conduzido em ambiente com temperatura controlada (28 °C + 2 °C),
fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 137 pmol fétons-m™-s™'. Adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e 12 repeticdes por

tratamento (Tabela 4).
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Tabela 4 — Relagdo de tratamentos na avaliacdo do controle de Ralstonia
solanacearum em minicepas de eucalipto mediado por rizobactérias
Tratamento Isolado de Rizobactéria Bactéria Fitopatogénica
T1 - Testemunha negativa - -
T2 - Testemunha positiva - Ralstonia solanacearum
T3-3918 + Rs 3918 Ralstonia solanacearum

T4 - FI2+ Rs Fl2 Ralstonia solanacearum
T5-3918 3918- -
T6 - FI2 Fl2- -

T1 - Testemunha negativa, sem inoculagdo de Ralstonia solanacearum e sem aplicagdo de
rizobactérias; T2 - Testemunha positiva, inoculacdo de R. solanacearum e sem aplicacio de
rizobactérias; T3 - 3918+ Rs, com inoculagdo de R. solanacearum e aplicagao do isolado de
rizobactéria 3918; T4 - FI2 + Rs, com inoculagdo de R. solanacearum e aplicagcédo do isolado
de rizobactéria FI2; T5 - 3918, sem inoculacao de R. solanacearum e aplicagao do isolado de
rizobactéria 3918; T6 - FI2, sem inoculacdo de Ralstonia solanacearum e aplicagao do isolado
de rizobactéria FI2.

A avaliacao consistiu na quantificagao da incidéncia de murcha nas minicepas e
em suas brotacdes. A presencga de R. solanacearum nos tecidos foi confirmada por
exsudacdo de pus bacteriano, isolamento em meio semisseletivo de Kelman
suplementado com cloreto de tetrazélio (KELMAN, 1954) e teste imunocromatografico
(Agdia®) (Figura 7)

A incidéncia de mortalidade foi calculada, em cada avaliagao (DAIl), como a razao
entre 0 numero de mudas mortas e o total de mudas avaliadas por repeticdo (4
plantas), resultando em proporgdes entre 0 e 1.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator para
avaliar o efeito dos tratamentos, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% (p <0,05).

A éarea sob a curva de progresso da incidéncia (AUDC, %-dia) foi calculada pela
regra do trapézio entre DAls consecutivos de 15 a 115, a partir das curvas de
incidéncia percentuais. Para comparagao entre tratamentos, ajustou-se ANOVA de

um fator sobre a AUDC por repeticédo e aplicou-se o teste de Tukey (5%).
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3 m

Figura 7 — Experimento in vivo com minicepas do clone CLR 371(E. grandis x E.
urophylla): (A) aplicagao da suspenséao de rizobactérias nas mudas em tubetes; (B)
muda da testemunha positiva com sintomas de murcha; (Ce H) muda do tratamento
FI2+Rs com sintomas de murcha; (D) mudas do tratamento 3918+Rs com sintomas
de murcha; (E) calhas da testemunha positiva contendo minicepas mortas; (F) calhas
do tratamento 3918+Rs; (G) calhas do tratamento FI2+Rs; (I) sintomas de infecgao
por Ralstonia solanacearum em mudas da testemunha positiva; (J) estaca sadia do
tratamento 3918+Rs; (K) muda da testemunha positiva com escurecimento central do
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caule; (L) muda sadia do tratamento FI2-Rs; (M) exsudagao de pus bacteriano em
microscopio e (N) isolamento de Ralstonia solanacearum em meio Kelman.
3 RESULTADOS

3.1 Caracterizagao morfologica e identificacao molecular de isolados de

rizobactérias

Todos os sete isolados de rizobactérias investigados foram recuperados com
sucesso e sua identidade foi confirmada por meio de caracteristicas morfolégicas e

analise de sequéncia multilocos (Tabela 5) (Figura 8 e Figura 9).

Tabela 5 — Classificagdo dos isolados de rizobactérias com base na analise
multigénica em contraste coma identificagdo por sequenciamento da regiao 16S do
rRNA (Teixeira et al., 2007)

Codigo dos isolados MLSA Classificagdo Teixeira 2007
3918 Bacillus velezensis Bacillus subtilis
Ca Pseudomonas oleovorans Pseudomonas fulva
FI2 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
MF2 Pseudomonas putida Pseudomonas sp
MF4 Pseudomonas putida Pseudomonas sp.
S1 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus subtilis

S2 Bacillus velezensis Bacillus subtilis
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Figura 8 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga construida com as
sequéncias concatenadas das regides rDNA gyrA e recA para identificacdo dos

isolados 3918, S1, S2 de Bacillus.
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AJ748144.1 Pseudomonas fragi partial rpoB gene for RMA polymerase subunit B strain LMG 5920

AJT17444 1 Pseudomanas fragi partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 21917
AJT17423 1 Pseudomonas taetrolens partial rpoB gene for DNA-directed RMNA polymerase beta chain strain LMG 2326T
AJT86291.1 Pseudomonas taetrolens partial rpoB gene for RMA polymerase beta-subunit strain Lineda 17

AJT17451.1 Pseudomonas fluorescens partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 69.13T
AJT48137 1 Pseudomonas fluorescens partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5848

AJT48194.1 Pseudomonas aganci partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 2113

AJT17477.1 Pseudomonas agarici partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2112T
AJT17487.1 Pseudomonas corrugata partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2172T
AJT48175.1 Pseudomonas corrugata partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 2173

AJT48150.1 Pseudomonas asplenii partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5147

AJT17432.1 Pseudomonas asplenii partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 21377
AJT48159.1 Pseudomonas fuscovaginae partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5742

AJT17433.1 Pseudomonas fuscovaginae partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2158T
AJT48183.1 Pseudomonas viridiflava partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 12647

AJT17483.1 Pseudomonas virdiflava partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 23527
AJT17418.1 Pseudomonas cichorii partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2162T
AJT48157 .1 Pseudomonas cichoni partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 2163

e 100 AJT17443.1 Pseudomonas coronafaciens partial rpoB gene for DMA-directed RMA polymerase beta chain strain LMG 131807
AJT48154.1 Pseudomonas coronafaciens partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5030

— 100 AJT48174.1 Pseudomonas caricapapayae partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5051
AJT17437.1 Pseudomonas caricapapayae partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 21527
£ AJT48140.1 Pseudomonas amygdal partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 2125
AJT17462.1 Pseudomonas amygdali partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2123T
100 AJT48165.1 Pseudomonas ficuserectae partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5696
100 AJT17457 1 Pseudomonas ficuserectae partial rpoB gene for DNA-directed RMA polymerase beta chain strain LMG 5694T
AJT17419.1 Pseudomonas fulva partial rpoB gene for DMA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 106765T
AJT17471.1 Pseudomonas parafulva partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 107617T
AJT17455.1 Pseudomonas montellii partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 104883T
AJT86273.1 Pseudomonas monteilii partial rpoB gene for RNA polymerase beta-subunit strain CFML 90-58
8 —— AJ748199.1 Pseudomonas oleovorans partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain CIP 105816
|—|: Pseudomonas Ca I
AJ748178.1 Pseudomonas putida partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 12644
AJ717474 1 Pseudomonas putida partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 2257T
- Pseudomonas Mf2

- Pseudomonas Mf4
— 100 AJT17440.1 Pseudomonas mendocina partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 1223T
8 AJT48200.1 Pseudomonas mendocina partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain CIP 75.21
AJT17461.1 Pseudomonas oleovorans partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 22297

) AJT48202.1 Pseudomonas fulva partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain CIP 106694

AJ748201.1 Pseudomonas flavescens partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain CIP104205
100 AJT17468.1 Pseudomonas flavescens partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 1042047

—— AJ7T48206.1 Pseudomonas luteola partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain CIP 102067

100 L— AJ717452 1 Pseudomonas luteola partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain CIP 1029957
AJ‘(SGZES 1 Pseudomonas aerugmosa partial rpoB gene for RNA polymerase beta-subunit strain Lineda 1

Pseudomonas FI2
\_‘_E AJT17442 1 Pseudomonas aeruginosa partial rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase beta chain strain LMG 1242T

AJ748188.1 Pseudomonas aeruginosa partial rpoB gene for RNA polymerase subunit B strain LMG 5827
AJT17488.1 Pseudomonas pictorum partial rpoB gene for DNA-directed RMA polymerase beta chain strain CIP 103273T

Figura 9 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga construida com as
sequéncias concatenadas das regides rDNA rpob e rpod para identificacdo dos
isolados Ca, MF2, MF4 e FI2 de Pseudomonas.

Observou-se que todos os isolados apresentaram crescimento expressivo em
meio de cultura Kado 523. Os isolados 3918, S1 e S2, pertencentes ao género
Bacillus, apresentaram caracteristicas morfolégicas e padrdées de crescimento
semelhantes entre si. Apesar de serem todos pertencentes ao género Pseudomonas,
os isolados MF2 e MF4 apresentaram morfologia mais similar entre si do que com os
isolados CA e FI2. Os isolados CA e FI2 apresentaram caracteristicas mais distintas,
com colbnias ligeiramente fluorescentes que se difundiram pelo meio de cultura,

sendo a caracteristica mais evidente no isolado FI2 (Figura 10)
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Figura 10 — Morfologia das coldnias dos isolados de rizobactérias cultivados em meio
523, apds 24 h de incubagao. (A, B, C) isolado 3918 — Bacillus velezensis; (D) isolado
S1 — Bacillus amyloliquefaciens; (E) isolado S2 — Bacillus velezensis; (F) isolado FI2
— Pseudomonas aeruginosa; (G) isolado CA — Pseudomonas oleovorans.; (H) isolado
MF2 — Pseudomonas putida; (1) isolado MF4 — Pseudomonas putida.
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Com base na analise molecular para identificagdo dos isolados pertencentes ao
género Bacillus, conclui-se que os isolados 3918 e S2 pertencem a espécie B.
velezensis, enquanto o isolado S1, pertence a B. amyloliquefaciens (Tabela 6, Figura
8). Tanto B. velezensis, quanto B. amyloliquefaciens fazem parte do clado
amyloliquefaciens (DUNLAP et al., 2016). Anteriormente, esses isolados haviam sidos
identificados como B. subtilis, porém essa classificacao foi feita utilizando apenas a
regiao 16s do rRNA, que ndo apresenta resolugao suficiente para identificagcdo ao
nivel de espécie.

Ja para os isolados pertencentes ao género Pseudomonas, conclui-se que 0s
isolados MF2 e MF4 pertencem a P. putida; o isolado CA pertence a P. oleovorans e

o FI2 a P. aeruginosa (Tabela 6, Figura 9)

Tabela 6 — Classificagdo dos isolados de rizobactérias com base na analise
multigénica em contraste coma identificagdo por sequenciamento da regiao 16S do
rRNA (Teixeira et al., 2007)

Codigo dos isolados MLSA Classificagdo Teixeira 2007
3918 Bacillus velezensis Bacillus subtilis
Ca Pseudomonas oleovorans Pseudomonas fulva
FI2 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
MF2 Pseudomonas putida Pseudomonas sp
MF4 Pseudomonas putida Pseudomonas sp.
S1 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus subtilis

S2 Bacillus velezensis Bacillus subtilis
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3.2Avaliacao da atividade antibacteriana in vitro contra Ralstonia

solanacearum

Foram observadas diferencas na formacao dos halos de inibicado do crescimento
de R. solanacearum em placa entre os diferentes tratamentos, ou seja, entre as

distintas combinag¢des com rizobactérias (Figura 11).

Testemunha
negativa

3918

Mf2 Mf4

Fl2

Figura 11 — Formacéo de halos de inibigdo do crescimento de Ralstonia solanacearum
em meios com diferentes rizobactérias. A testemunha negativa consistiu em discos de
papel estéreis com agua destilada estéril em placas com Ralstonia solanacearum
difusa em meio. Os isolados 3918, S1 e S2 s&o espécies de Bacillus e FI2, CA, MF2
e MF4 sao espécies de Pseudomonas.

Esta resposta também variou entre os ensaios, com interac&o significativa ensaio
x tratamento (Tabela 7). Desta forma as comparagdes foram interpretadas dentro de

cada ensaio.
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Tabela 7 — Relagao de tratamentos e média dos halos de inibicdo mensurados na

avaliacio da atividade antibacteriana in vitro contra R. solanacearum

T Média de Halo Ensaio 1 Média de Halo Ensaio 2
ratamento
(cm) (cm)
Testemunha negativa 0,00c 0,00c
3918 0,77 a 0,82a
S1 0,64f 0,69¢e
S2 1,09d 0,88f
Fl2 1,07 d 1,08d
Ca 0,59b 0,62b
Mf2 0,19e 0,00c
Mf4 0,00c 0,00c

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No primeiro ensaio, os isolados FI2 (P. aeruginosa) e S2 (B. velezensis)
apresentaram os maiores halos de inibigdo frente ao patdégeno, sem diferenca
estatistica entre si. Esse resultado estd em consonéncia com os achados de Anith et
al. (2004), que relataram inibigcao in vitro de R. solanacearum por cepas de espécies
filogeneticamente relacionadas aos isolados de Pseudomonas e Bacillus analisados
neste estudo. Os isolados 3918 (B. velezensis), S1 (B. amyloliquefaciens) e CA (P.
oleovorans) exibiram halos intermediarios, sendo agrupados individualmente. O
isolado MF2 (P. putida) apresentou um pequeno halo de inibigdo, ao passo que a
testemunha negativa e o isolado MF4 (P. putida) nao mostraram formacao do halo.

Quando o ensaio foi repetido, o isolado FI2 (P. aeruginosa) novamente provocou
maior halo de inibi¢do do crescimento do patdégeno enquanto o isolado S2 apresentou
comportamento semelhante ao observado nos isolados 3918 (B. velezensis), S1 (B.
amyloliquefaciens) e CA (P. oleovorans) no primeiro ensaio. A testemunha negativa e
MF4 (P. putida) continuaram sem causar halo de inibicdo. Diferentemente do primeiro
ensaio, o isolado MF2 (P. putida) nao diferiu estatisticamente em relagcdo a

testemunha negativa e do isolado MF4 (P. putida), segundo o teste Tukey HSD.
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3.3Avaliacao da atividade antibacteriana in vitro de COVs produzidos por

rizobactérias contra Ralstonia solanacearum

A analise estatistica indicou que o tempo de coleta ndo afetou a absorbancia,
permitindo a analise conjunta das duas analises de Compostos Organicos Volateis
(COVs) realizadas.

Observou-se reducado significativa do crescimento do patégeno entre os
tratamentos aplicados, isto €, em funcdo da exposicdo com COVs de diferentes

rizobactérias (Figura 12).

Testemunha
negativa 3918

Fl2 Mf2 Mf4

Figura 1 — Placas da avaliacédo da atividade antibacteriana in vitro de Compostos
Orgénicos Volateis produzidos por rizobactérias contra Ralstonia solanacearum. A
testemunha negativa é constituida por agua destilada em meio CPG.

Os isolados FI2, CA, MF2 e MF4 reduziram o crescimento de R. solanacearum em
relagdo a testemunha negativa, indicando inibicdo pelos compostos volateis pelas
espécies de Pseudomonas. Ja os isolados de Bacillus spp., 3819, S1 e S2, nao
inibiram o crescimento da bactéria patogénica, apresentando valores de absorbéancia
semelhantes a testemunha negativa (Tabela 8).
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Tabela 8 — Absorbancia média mensurada como inferéncia da atividade antibacteriana
in vitro promovida por Compostos Organicos Volateis produzidos por rizobactérias

(tratamentos) contra R.solanacearum

Tratamentos de COVs Absorbancia média

Testemunha negativa 1,878 a
3918 1,313 a

S1 1,138 a

S2 1,582 a

Fl12 0,483 b

Ca 0,615b

Mf2 0,613 b

Mf4 0,623 b

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4Controle de Ralstonia solanacearum em mudas seminais de

Eucalyptus urophylla

A germinacdo das sementes variou entre os tratamentos, com diferencas
observadas entre os substratos infestados com R. solanacearum e rizobacterizados
com os isolados 3918 ou FI2. O pico de germinagao ocorreu aos dez dias apods a
semeadura (D.A.S.), com um minimo de 116 mudas germinadas por tratamento. A
partir do 15° dia apdés a semeadura, observaram-se sintomas de murcha e morte em
mudas de todos os tratamentos. No entanto, apenas as mudas com mortalidade da
testemunha negativa (ndo inoculada e nao rizobacterizada) apresentaram resultado
soronegativo no teste imunocromatografico (Agdia®), indicando que o sintoma
observado ndo foi causado pela bactéria. As demais mudas sintomaticas foram
soropositivas para R. solanacearum.

Apos 20 dias de incubacgao, a testemunha positiva apresentou a maior incidéncia
de murcha-da-ralstonia (15,2%). A menor incidéncia da doencga (4,1%) foi observada
no tratamento contendo o isolado 3918 inoculado no substrato de plantio (Figura 13
Tabela 9).
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Figura 13 — Incidéncia da murcha-de-Ralstonia em mudas seminais de Eucalyptus
urophylla no periodo 15 a 75 dias apds a semeadura. A testemunha negativa
corresponde ao substrato de plantio sem inoculacdo de Ralstonia solanacearum e
sem aplicagao de rizobactérias; ja a testemunha positiva corresponde ao substrato de
plantio inoculado com R. solanacearum e sem aplicacéo de rizobactérias.

Tabela 9 — Relacéo de tratamentos, média de sobrevivéncia geral e Area abaixo da

curva de progresso da doenga (AACPD) no experimento com mudas seminais

Tratamentos do solo Média de Sobrevivéncia AACPD
T1 - Testemunha
: Oa
negativa Oa
T2 - Testemunha
positiva 0,09 c 118628 c
T3 -3918+ Rs 0,32 b 369 b
T4 - FI2 + Rs 0,175b 734,62 b

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para os resultados, a ANOVA de um fator apontou efeito de tratamentos sobre a
AUDC (%-dia) e tendéncia para a incidéncia final aos 75 dias; no desdobramento por
Tukey (5%), o tratamento T2 (Testemunha positiva: inoculacao de R. solanacearum e
sem aplicacao de rizobactérias) apresentou média de severidade superior e distinta,
enquanto T3 (com inoculacdo de R. solanacearum e aplicacdo do isolado de

rizobactéria 3918) e T4 (inoculagdo de R. solanacearum e aplicagdo do isolado de
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rizobactéria FI2.) compuseram o mesmo grupo estatistico. A testemunha negativa T1
(sem inoculagao de R. solanacearum e sem aplicagdo de rizobactérias) também se
diferenciou dos demais, formando grupo proprio, mantendo a interpretacao
previamente descrita.

Observou-se aumento progressivo da incidéncia de murcha-da-ralstonia na
testemunha positiva, que atingiu 32,2% aos 75 D.A.S. Em contraste, os tratamentos
com rizobactérias apresentaram valores significativamente inferiores de incidéncia:
15,4% para o isolado FI2 e 8,2% para o isolado 3918. Esses resultados evidenciam o
efeito benéfico das rizobactérias na reducéo da incidéncia da murcha em E. urophylla

€ na promog¢ao da sobrevivéncia das mudas

3.5Controle de Ralstonia solanacearum em minicepas clonais de

eucalipto

No decorrer do experimento observou-se um rapido progresso da doenga, com
pico de incidéncia registrado aos 30 dias apos a inoculagédo independentemente do
tratamento. Os primeiros sintomas foram detectados na testemunha positiva aos 15
dias, com incidéncia de 16,7%.

Os tratamentos inoculados com R. solanacearum e com as rizobactérias 3918 (T3)
e FI2 (T4) reduziram a incidéncia da murcha-da-ralstonia em comparagdo a

testemunha positiva (Figura 14 e Tabela 10).
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Figura 14 — Incidéncia da murcha-de-Ralstonia em minicepas de Eucalyptus urophylla
em funcéo dos dias apos inoculagado. A testemunha negativa corresponde ao cultivo
livre de Ralstonia solanacearum e sem aplicacdo de rizobactérias; Ja a testemunha

positiva corresponde ao cultivo na presenga de R. solanacearum e sem aplicagao de
rizobactérias.

Tabela 10 — Incidéncia da murcha-de-ralstonia e Area Abaixo da Curva de Progresso

da Doenca (AACPD) em minicepas rizobacterizadas e detecg¢ao de R. solanacearum
em miniestacas assintomaticas.

Minicepas Miniestacas
Tratamento Incidéncia Exsudacao . Exsudacao Deteccao

(%) AACPD (%) Detecgéo (%) (%)

T1-Testemunha ) , 0,02 0,0 0,00 0,0 0,0
negativa

T2-Testemunha 571 75501 0,25 100,00 25,0 100
positiva

T3-3918 + Rs 8,3a 92,5a 0,27 100,00 9,0 54,5

T4 -FI2 +Rs 16,7 a 172,5 a 0,11 100,00 0,0 22,2

T5-3918 - Rs 0,0a 0,0a 0,0 0,00 0,0 0,0

T6-FI2 - Rs 0,0a 0,0a 0,0 0,00 0,0 0,0

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A eficiéncia de controle foi de 87% e 75%, quando utilizado os isolados 3918 e FI2,
respectivamente.
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Ao analisar a curva de progresso da doenga, evidencia-se o potencial de controle
destes isolados na redugao da incidéncia da murcha-de-ralstonia em minicepas de
eucalipto. Entretanto, quando aos 40 dias apds a inoculagao, avaliou-se a presenca
de R. solanacearum nas miniestacas assintomaticas coletadas, foi possivel detectar
a presenga de R. solanacearum de todos os tratamentos, embora com menor
frequéncia de 22,2% e 54,5%, relacionados nos tratamentos T3 (com inoculagdo de
R. solanacearum e aplicagao do isolado de rizobactéria 3918) e T4 (com inoculagéo
de R. solanacearum e aplicagdo do isolado de rizobactéria FI2) respectivamente
(Tabela 10). Ja aos 115 dias, em 100% das plantas que foram inoculadas foi detectada
a presencga do patdgeno a partir de fragmentos retirados da regidao do coleto das
minicepas.

A anadlise de variancia (ANOVA) de um fator indicou efeito significativo de
tratamentos tanto para a incidéncia final quanto para a area sob a curva de progresso
(AUDC, %-dia), com comparagdes multiplas pelo teste de Tukey a 5% destacando o
T2 (Testemunha positiva: inoculacdo de R. solanacearum e sem aplicagdo de

rizobactérias) como o unico grupo que diferiu estatisticamente dos demais.

3 DISCUSSAO

Este trabalho se insere em uma linha de pesquisa consolidada no Laboratério de
Patologia Florestal UFV/BIOAGRO, que ha mais de duas décadas investiga o
potencial de rizobactérias promotoras de crescimento como agentes de biocontrole e
bioestimulagdo em Eucalyptus spp. Estudos pioneiros identificaram isolados com
capacidade de promover enraizamento (MAFIA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005,
2007) e de controlar patégenos em miniestacas (TEIXEIRA et al., 2005), culminando
na formulagao do bioinoculante Rizolyptus®. Além disso, efeitos antibidticos in vitro e
mecanismos de antagonismo contra fitopatdégenos bacterianos foram explorados por
Zarpelon, (2007), ampliando a compreensao sobre os modos de agao desses
microrganismos. O presente estudo da continuidade a esse arcaboucgo, avaliando a
eficacia de isolados previamente caracterizados contra R. solanacearum, um
patdgeno de elevada importancia para o cultivo de eucalipto.

O controle da murcha-de-ralstonia em viveiros florestais € um desafio que tem
demandado esforgos para o desenvolvimento de estratégias que sejam eficazes para
supressao da bactéria. O controle biologico por meio da aplicagao de rizobactérias
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promotoras do crescimento tem despontado como alternativa promissora, uma vez
que essas bactérias também podem exercer o antagonismo a patdégenos por meio da
sintese de metabdlitos secundarios antimicrobianos, por meio da competicado por
espaco e nutrientes e até mesmo pela sintese de compostos organicos volateis
(FILHO et al., 2010; LEELASUPHAKUL et al, 2008). Indiretamente, essas as
rizobactérias podem exercer o controle da doenga por meio da indugao da resisténcia
sistémica na planta hospedeira.

Nos ensaios de antagonismo por difusdo em agar, o isolado FI2 (P. aeruginosa)
produziu halos de inibicdo significativamente maiores que os demais isolados de
rizobactérias para o controle de R. solanacearum, indicando forte atividade
antimicrobiana.

A atuacido antimicrobiana por compostos volateis também foi confirmada,
sendo que os isolados de Pseudomonas (FI2, CA, MF2 e MF4) reduziram
significativamente o crescimento de R. solanacearum (absorbancia) em meio liquido.
Embora os mecanismos exatos ndo tenham sido definidos, a comparacido com
estudos de Chen et al. (2020) e Raza et al. (2016), que relataram até 70% de inibigéo
de R. solanacearum por COVs em comparagdo com 96,2% de inibicdo pela
testemunha, sugere que compostos volateis e difusiveis produzidos por Pseudomonas
possam agir de forma sinérgica na contencao do patdgeno.

Em mudas seminais de E. urophylla cultivadas em substrato infestado com R.
solanacearum o isolado 3918 (B. velezensis), também presente no substrato, reduziu
a incidéncia de murcha em 72,4%, enquanto FI2 (P. aeruginosa) reduziu em 48,1%.
Ja em minicepas clonais, o isolado 3918 reduziu a incidéncia de murcha em 87,5%,
enquanto FI2 reduziu em 62,5%. Esses dados sao particularmente relevantes quando
comparados com a testemunha positiva, onde a infec¢ao foi generalizada, e indicam
nao apenas um efeito protetor, mas uma possivel indugao de resisténcia.

Além da inibicdo direta, a auséncia de R. solanacearum no apice de plantas
rizobacterizadas sugere interferéncia em processos de colonizagao vascular, como
motilidade, adesdo e formacao de biofiime Wang et al. (2019) demonstraram que
Bacillus cereus AR156 reduziu a producao de biofilme de R. solanacearum, atribuindo
o efeito a metabdlitos capazes de interferir na matriz extracelular do patégeno. Assim,
€ plausivel que lipopeptideos e outros compostos antimicrobianos produzidos pelas
rizobactérias tenham limitado a estabilidade do biofiime e, consequentemente, a

disseminagao do patégeno rumo ao apice. Essa distribuicdo diferencial do patdégeno
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ao longo da planta também é compativel com a atuagao primaria das rizobactérias na
rizosfera e no sistema radicular, formando uma “zona de protecdo” que, embora nao
impeca completamente a entrada do patdégeno, tende a reduzir sua multiplicagéo
inicial e a probabilidade de disseminacao sistémica. Adicionalmente, os resultados
deste trabalho, especialmente a menor detecgado/auséncia de R. solanacearum no
apice de plantas rizobacterizadas, sdo compativeis com uma limitagao de etapas
iniciais de colonizagao vascular, como adesao e formacao de biofilme Em condi¢des
que mimetizam o xilema de tomate, o tempo de adesdo e as taxas de fluxo séo
determinantes para a formagao de biofilme por R. solanacearum (CHU et al., 2024)
Assim, & plausivel que metabdlitos produzidos pelas rizobactérias tenham modulado
0 microambiente vascular, reduzindo a eficiéncia de adesao/estabelecimento e
dificultando a progressédo do patégeno. No caso de Pseudomonas putida (isolados
MF2 e MF4), mecanismos de invasdo/modificagao de biofilmes, incluindo sistemas de
secrecao tipo IVB e producdo de putisolvin (PURTSCHERT-MONTENEGRO et al.,
2022), oferecem uma explicagao adicional para a menor persisténcia do patoégeno e
sua distribuigdo diferencial ao longo da planta

No presente estudo, a consisténcia dos resultados entre diferentes métodos
(ensaio de antibiose direto, indireto e avaliagdo em plantas) fortalece a hipotese de
que os isolados, especialmente 3918 (B. velezensis) e FI2 (P. aeruginosa), nao
apenas interferem diretamente no crescimento do patégeno, mas também podem
modular o ambiente rizosférico em favor da planta hospedeira

Estudos bioquimicos adicionais e analises metagendmicas da rizosfera sao
recomendados para quantificar cada mecanismo e otimizar formulagdes,
potencializando o uso dessas rizobactérias como bioinoculantes no manejo integrado

da murcha-da-ralstonia

4 CONCLUSOES
o Rizobactérias tém potencial promissor no manejo biolégico da murcha-de-
ralstonia, causada por R. solanacearum, em condi¢des de viveiro.
e Os isolados mais eficazes do estudo foram o 3918 (B. velezensis) e FI2 (P.
aeruginosa).
o Estes isolados apresentaram efeito de antibiose direta, através de compostos

volateis e favorecendo as plantas hospedeiras.
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ANEXO A — Composicao das solugoes de fertirrigagao

Tabela A.1 - Concentracao (g/L) de nutrientes nas solugdes de fertirrigagao (Clonar)

Solugéo Nutriente Concentragao (g/L)
1 Nitrato de Calcio 46
2 Cloreto de Potassio 12
2 Nitrato de Calcio 7
2 MAP 4,8
2 Sulfato de magnésio 18,2
2 quelato de ferro 3
2 boro 14
2 sulfato de zinco 25
2 sulfato de manganés 56
2 sulfato de cobre 5
2 Molibidato de sédio 2




