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Resumo

A murcha bacteriana € uma doenga que atinge mais de 200 espécies de plantas e é causada pela
fitobactéria Ralstonia solanacearum. Atualmente ndo existem medidas de controle efetivas para
proteger cultivos agricolas, necessitando desenvolver novas estratégias para fortalecer o manejo da
doenca. A presente pesquisa objetivou coletar, isolar e testar a atividade antagonista de diferentes
bactérias contra R. solanacearum, visando o futuro desenvolvimento de estratégias de biocontrole da
murcha bacteriana em plantas. 66 bactérias com potencial antagonista foram triadas com teste de
cultura cruzada para analisar seu perfil antagonista. As que apresentaram melhor atividade, foram
testadas em triplicata contra R. solanacearum. UFES 101, UFES 180 e UFES 182 Pseudomonas
syringae pv. tomato e Pseudomonas fluorescens apresentaram os melhores resultados de atividade
antagonista, o que abre novos caminhos para identificar os isolados UFES 101, 180 e 182, bem como
a caracterizacdo e uso de possiveis metabdlitos bacterianos produzidos por P. syringae pv. tomato e o
uso de P. fluorescens como bactéria promotora de crescimento e antagonista a R. solanacearum.

Palavras-chave: Murcha bacteriana. Antagonismo bacteriano. Biotecnologia.
Area do Conhecimento: Engenharia agrondmica.

Introducéo

Fitopatégenos habitantes do solo infectam diversas plantas hospedeiras e causam perdas
significativas nos cultivos agricolas. Dentre eles, destacam-se neste contexto as bactérias
fitopatogénicas (MARTINS et al., 2018), como o Complexo de Espécies Ralstonia solanacearum (CRS),
conhecido por causar murcha bacteriana em mais de 200 espécies de plantas, como banana, tomate,
batata e eucalipto (PRIOR et al., 2016). Os isolados deste grupo sao facilmente disseminados através
de agua e solos contaminados, equipamentos agricolas e restos culturais que servem como fonte de
in6culo (ALVAREZ et al., 2022).

O ciclo da doenca inicia quando com a infecgdo das raizes da planta hospedeira e colonizacdo do
xilema, que resulta na obstru¢éo do sistema vascular pela secre¢do de exopolissacarideos, afetando a
capacidade das plantas de transportar agua e nutrientes, causando murcha e morte das plantas
(PRIOR et al., 2016).

Devido a resisténcia deste grupo de patdgenos aos métodos de controle existentes e ao impacto
ambiental que causam, muitos agricultores tém dificuldade em controlar esta doenca. Diante disso, é
necessario desenvolver tecnologias assertivas para o manejo da doenca, e as tendéncias atuais
destacam o uso de microrganismos para o controle de diferentes doencas de plantas (SELLITTO et al.,
2021).

Diferentes microrganismos com atividade supressora contra R. solanacearum ja foram relatados
(LAHLALI et al., 2022). Além disso, microrganismos capazes de combater a murcha bacteriana, aliados
a promocéo de crescimento para plantas tém recebido maior atengcdo (CHAUDHARY et al., 2022).

Apesar dos muitos estudos sobre controle biolégico de doencas de plantas, ndo existem
biopesticidas comerciais disponiveis para o controle da murcha bacteriana (YULIAR et al., 2015),
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tornando necessario desenvolver um produto eficaz contra a doenca, além disso alternativas mais
ecoldgicas, como 0 uso de antagonistas microbianos para controlar fitopatégenos, sdo de grande
interesse visto que ambientalmente € necessario diminuir a dependéncia de produtos quimicos
sintéticos (ELJOUNAIDI et al., 2016).

A presente pesquisa objetivou coletar, isolar e testar a atividade antagonista de diferentes bactérias
contra R. solanacearum, visando o futuro desenvolvimento de estratégias de biocontrole da murcha
bacteriana em plantas.

Metodologia

O presente trabalho foi executado na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Campus de
Alegre-ES, no Laboratério de Biotecnhologia Agricola e Ambiental (BIOTA), localizado nesta instituicao.

Obtencéo dos isolados bacterianos

O isolado virulento de Ralstonia solanacearum (B73) foi obtido a partir da Colecdo de Culturas
Bacterianas do BIOTA (CCB-BIOTA), e as 66 potenciais bactérias antagonistas prospectadas em
diferentes regides do Estado do Espirito Santo (ES), também foram provenientes da CCB-BIOTA.
Pseudomonas syringae pv. tomato foi doada pela Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

Triagem do potencial antagonista

As bactérias coletadas foram submetidas a analise de seu perfil antagonista contra R. solanacearum
e o grau de antagonismo foi determinado pelo método de cultura cruzada (DHINGRA E SINCLAIR,
1995). R. solanacearum foi reativada em placa de Petri com 15 mL de meio de cultura CPG (1,5% de
agar), utilizando o método de estria composta. A placa foi incubada em estufa a 28 °C durante 48 horas.
Em seguida, uma colbnia isolada foi repicada em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio de cultura CPG
liguido e incubada em equipamento Shaker, a 28 °C, sob agitacédo de 150 RPM.

A densidade optica (OD) da bactéria foi ajustada para OD600 0,2, e 16 mL da cultura bacteriana
foram adicionados em 60 mL de CPG (1,5% de agar) fundente. 15 mL desta solu¢éo foram plaqueadas
em placa de Petri de 9 cm. Em cada placa foi testada uma bactéria antagonista (OD600 0,2), com 4
repeticdes por placa e 3 placas para cada bactéria. No centro de cada placa foi adicionado o controle
negativo composto apenas por agua destilada esterilizada.

As placas foram dispostas em estufa incubadora, sob temperatura de 28 °C, durante 72 horas. Em
seguida foram medidos em milimetros os halos de crescimento da bactéria antagonista e seus halos
de inibicdo com paquimetro digital.

Resultados

Dos 66 isolados testados contra R. solanacearum, os isolados UFES 101, UFES 180 e UFES 182,
Pseudomonas syringae pv. Tomato (C6 e C7) e Pseudomonas fluorescens (C3) apresentaram os
melhores resultados de atividade antagonista. Os halos de inibicdo destes isolados sdo apresentados
na Figura 1.
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Figura 1 - Atividade antagonista de diferentes isolados bacterianos contra R. solanacearum.

Fonte: Os autores.

Discusséao

O isolado UFES 101 é uma bactéria endofitica, coletada a partir de planta trepadeira presente em
afloramento rochoso. Ja as bactérias UFES 180 e UFES 182 foram obtidas a partir de amostras de
solo. Isso mostra que bactérias antagonistas contra R. solanacearum podem ser encontradas em
diferentes ambientes, como a rizosfera (GASHAW et al., 2022).

Estudos anteriores descrevem isolados do género Pseudomonas spp. como potenciais bactérias
antagonistas contra R. solanacearum, devido & forte atividade contra esta fitobactéria, evidenciando
seu potencial uso como agente de biocontrole contra a murcha bacteriana do tomateiro (GASHAW et
al., 2022; KHEIRANDISH; HARIGHI, 2015). Na presente pesquisa, Pseudomonas syringae pv. tomato
e Pseudomonas fluorescens apresentaram forte atividade antagonista contra R. solanacearum. P.
fluorescens também é conhecida como promotora de crescimento em plantas e poderia compor um
coquetel microbiano, juntamente com outras bactérias antagonistas, aliando a promocédo de
crescimento de plantas ao combate de R. solanacearum (KHEIRANDISH; HARIGHI, 2015)

Ja P. syringae pv. tomato, que por ser um patdégeno da cultura do tomate, ndo poderia ser aplicado
diretamente na cultura, mas uma proposta interessante seria rastrear se ha producdo de metabdlitos
bacterianos e qual (ou quais) estdo associados a atividade antagonista contra R. solanacearum,
visando futuramente o desenvolvimento e sintese de novos produtos para fortalecer 0 manejo da
murcha bacteriana em tomateiro. Uma proposta similar a esta foi desenvolvida por Zhao et al. (2023).

Conclusao

Os isolados UFES 101, UFES 180 e UFES 182 Pseudomonas syringae pv. Tomato (C6 e C7) e
Pseudomonas fluorescens (C3) apresentaram forte atividade antagonista contra Ralstonia
solanacearum, o que abre novos caminhos para identificagcdo dos isolados UFES 101, UFES 180 e
UFES 182, bem como a caracterizacdo e uso de possiveis metabdlitos bacterianos néo-fitoxicos
produzidos por P. syringae pv. tomato que estejam envolvidos na atividade antagonista e o uso de P.
fluorescens como bactéria promotora de crescimento e antagonista a R. solanacearum, como op¢ao
para incorporar a um coquetel microbiano. Os resultados desta pesquisa serdo usados para direcionar
novas estratégias de biocontrole contra R. solanacearum, visando fortalecer a producgédo agricola de
forma sustentavel.
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