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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) se destaca como uma das hortalicas mais relevantes no
Brasil, com uma producdo de 4.166.017 t em 2023. Entretanto, essa cultura é suscétivel a
diversos problemas fitosanitarios. Entre as principais doencas estd a murcha bacteriana,
provocada pela bactéria Ralstonia solanacearum. Esse microrganismo é altamente virulento e
resistente as estratégias convencionais de controle, o que torna o combate a doenca um desafio
significativo para os agricultores. Uma alternativa para 0 manejo desse patdégeno € o uso de
microrganismos benéficos e seus metabolitos. Com isso, 0 presente trabalho objetivou avaliar
a eficécia de produtos alternativos na inibi¢do do crescimento in vitro de Ralstonia sp., isolada
do tomateiro. O ensaio foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade Federal Rural do Semi-Avrido, e o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 4 tratamentos, (T1) controle, (T2) Trichoderma asperellum (isolado URM
5911), (T3) extrato de leveduras, sulfato de cobre e sulfato de zinco, (T4) enzimas e metabolitos
secundarios, com 5 repeticdes por tratamento. Os produtos comerciais foram introduzidos e
homogeneizados em meio de cultura Agar Nutriente Dextrose Levedura (NYDA), com
aproximadamente, 42 = 2 °C, e vertidos em placas de Petri. Para a conducdo do ensaio, utilizou-
se 10 mL de in6culo. Posteriormente foram realizadas diluices seriadas até a concentragédo 10
®, Cada diluicdo foi plagueada em placas de Petri contendo meio NYDA, e seus respectivos
tratamentos. Todas as placas foram mantidas em B.O.D. a 28 + 2 °C, e apds 48 horas as
Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) foram quantificadas. Os dados de UFC foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p< 0,05). Os tratamentos T3 e T4
inibiram 100% do crescimento in vitro de Ralstonia sp., enquanto o T2 néo inibiu a bactéria.
Os resultados demonstraram que os produtos comerciais a base de extrato de leveduras, sulfato
de cobre, sulfato de zinco, e também de enzimas e metabdlitos secundarios foram totalmente
eficazes na inibicdo de Ralstonia sp., em condicéo in vitro, enquanto o produto a base de T.

asperellum, ndo apresentou efeito inibitorio.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum; murcha bacteriana; controle alternativo.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) stands out as one of the most important vegetables in
Brazil, with a production of 4,166,017 t in 2023. However, this crop is susceptible to several
phytosanitary problems. Among the main diseases is bacterial wilt, caused by the bacterium
Ralstonia solanacearum. This microorganism is highly virulent and resistant to conventional
control strategies, which makes combating the disease a significant challenge for farmers. An
alternative for managing this pathogen is the use of beneficial microorganisms and their
metabolites. Therefore, the present study aimed to evaluate the efficacy of alternative products
in inhibiting the in vitro growth of Ralstonia sp., isolated from tomato plants. The experiment
was conducted at the Microbiology and Phytopathology Laboratory of the Federal Rural
University of Semi-Arid Region, and the experimental design was completely randomized, with
4 treatments, (T1) control, (T2) Trichoderma asperellum (isolate URM 5911), (T3) yeast
extract, copper sulfate and zinc sulfate, (T4) enzymes and secondary metabolites, with 5
replicates per treatment. The commercial products were introduced and homogenized in Yeast
Dextrose Agar (NYDA) culture medium, at approximately 42 + 2 °C, and poured into Petri
dishes. To conduct the experiment, 10 mL of inoculum was used. Subsequently, serial dilutions
were performed up to a concentration of 10-5. Each dilution was plated on Petri dishes
containing NYDA medium and their respective treatments. All plates were kept in B.O.D. at
28 + 2 °C, and after 48 hours the Colony Forming Units (CFUs) were quantified. CFU data
were submitted to the nonparametric Kruskal Wallis test (p< 0.05). Treatments T3 and T4
inhibited 100% of the in vitro growth of Ralstonia sp., while T2 did not inhibit the bacteria. The
results demonstrated that commercial products based on yeast extract, copper sulfate, zinc
sulfate, and also enzymes and secondary metabolites were fully effective in inhibiting Ralstonia
sp., under in vitro conditions, while the product based on T. asperellum did not show any
inhibitory effect.

Keywords: Solanum lycopersicum; bacterial wilt; alternative control.
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1 INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) se destaca como uma das principais
hortalicas produzidas no mundo. No contexto global, o Brasil encontra-se como um dos
principais produtores, totalizando uma producdo de 4.166.017 t no ano de 2023 (IBGE, 2025).
Essa alta demanda se da principalmente pela versatilidade do tomate, que vai além do seu
consumo in natura, possuindo uma ampla variedade de produtos atomatados no mercado
(Petrucelli et al., 2022). Apesar da sua alta produtividade, o tomateiro é uma cultura altamente
suscetivel ao ataque de fitopatdgenos, que podem comprometer tanto a producdo, quanto a
qualidade da hortalica. Entre as principais doencas que sdo relatadas, esta a murcha bacteriana
causada pela bactéria Ralstonia solanacearum (Smith, 1896), uma das bactérias fitopatogénicas
mais estudadas, devido a sua ampla gama de hospedeiros e o impacto que gera nessa cultura de
grande valor econémico (Filgueira, 2008).

No cenario da producdo agricola, no mundo, existem inumeros fitopatdgenos de
importancia econdmica, e, R. solanacearum que causa a murcha bacteriana, se destaca entre
eles possuindo alta agressividade nos seus hospedeiros (Genin, 2010). Seus primeiros relatos
abordados na producdo agricola foram transcritos por Erwin F. Smith, nos Estados Unidos da
América, em 1896, onde as solanaceas ja vinham sendo o alvo dessa bactéria. Desde entdo, a
distribuicdo desse patdgeno expandiu-se globalmente, e se tornou um desafio fitossanitario
(Hayward, 1994). As bactérias do género Ralstonia sdo caracterizadas como Gram-negativa, e
ndo formadoras de enddsporos, apresentam temperatura ideal para o desenvolvimento entre 25
e 35 °C, conseguindo se multiplicar em ambientes alcalinos e salinos, tornando-se um
microrganismo tolerante a diferentes ambientes. Além disso, existe uma correlacdo entre a
mobilidade dessas bactérias e a patogenicidade dos isolados, onde os patogénicos sao imaveis
(Eppo, 2004; Kelman, 1953; Mehan et al., 1994).

O manejo da murcha bacteriana enfrenta diversas dificuldades devido a persisténcia da
bactéria no solo, e sua adaptabilidade a diferentes ambientes. As abordagens convencionais de
controle da doenca tém mostrado resultados pouco satisfatorios (Peixoto, 1997). Entretanto,
diversos produtos alternativos, entre eles, produtos & base de microrganismos, e ou de seus
metabdlitos, e extratos vegetais, tém sido estudados como métodos alternativos promissores
para 0 manejo de Ralstonia sp. em tomateiro (Oboo et al., 2013; Alvarez et al., 2022). Outra
alternativa que vem sendo utilizada devido a sua ac¢éo protetora sdo os produtos a base de cobre,
0s quais sdo direcionados para o controle de varias doencas, incluindo a murca bacteriana
(Antuniassi, 2011).



Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de produtos alternativos

na inibicao do crescimento in vitro, de Ralstonia sp.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura do Tomateiro

O tomateiro é uma solanaceae originaria da costa oeste da América do Sul, onde o seu
desenvolvimento e a producéo de frutos de qualidade estdo diretamente relacionados ao local
de cultivo. Devido a sua origem, as regides de clima tropical, ou subtropical, seco e com boa
luminosidade sdo as mais indicadas para a tomaticultura. No entanto, essa planta possui uma
ampla adaptabilidade climética, permitindo seu cultivo em diferentes regies do mundo
(Filgueira, 2003; EMBRAPA, 2021). Conforme os dados mais recentes da FAO, a producéo
mundial de tomate tem apresentado um crescimento constante nos Ultimos anos, produzindo
cerca de 186 milhdes de toneladas de frutos no ano de 2022 (FAOSTAT, 2023). No Brasil, a
producdo de tomate reflete diretamente na economia, contribuindo significativamente com o
PIB nacional. No ano de 2023 foi produzido mais de 4 milhdes de toneladas. Para isso, foram
necessarios 59.010 hectares de cultivo, resultando em uma média de 70.598 kg por hectare
(IBGE, 2025).A alta producdo do tomate no Brasil e no mundo se da principalmente pelas
variedades de produtos que sdo produzidos a partir do tomate, além do seu consumo in natura.
No entanto, é uma cultura muito susceptivel a varios fitopatdgenos, entre eles, a bactéria R.

solanacearum que causa a murcha bacteriana do tomateiro (Filgueira, 2003).

2.2. Murcha bacteriana no tomateiro

A murcha bacteriana é uma doenca causada por bactérias da espécie R. solanacearum,
sendo ela uma das principais que afetam o cultivo do tomate em diferentes regides do mundo,
especialmente em locais de clima quente e imido. Os produtores enfrentam dificuldades no
manejo da doenca, pois se trata de um microrganismo quarentenario, potencialmente destrutivo
(Mansfield et al., 2012; Huet, 2014; Lopes, 2009). R. solanacearum pertence a um complexo
de espécies, que possui uma grande diversidade genética entre suas cepas. Esse complexo,
conhecido como Complexo de Espécies de Ralstonia solanacearum (RSSC), é formado por
linhagens que evoluiram ao longo do tempo de maneira independente, que se adaptam as
diferentes regiGes no mundo, e a diferentes hospedeiros (Fegan; Prior, 2005; Pinheiro et al.,
2011).



A severidade da doenca se agrava em solos encharcados, e sob altas temperaturas, pela
condicgéo do agente causal se adaptar a uma consideravel faixa de temperatura. Os seus sintomas
tém inicio na floragdo, ocorrendo a murcha progressiva das folhas, de cima para baixo, no
entanto permanecem verdes. Além disso, pode ocorrer 0 escurecimento da parte inferior do
caule, indicando a presenca da bactéria (EMBRAPA, 2021). Atualmente, essas bactérias que
causam a murcha bacteriana sdo intensamente estudadas, devido a sua natureza letal em

importantes culturas, como o tomateiro (Ahmed et al., 2022; Phiri et al., 2024).

A reducdo da produtividade das culturas de solanaceas devido a murcha bacteriana varia
entre 15 a 55% no mundo (Ahmed, W. et al., 2022). Embora exista o desenvolvimento de
cultivares resistentes, a estratégia isolada ndo é suficiente para 0 manejo adequado da doenca,
conseguindo ainda impactar na quantidade, e na qualidade dos frutos produzidos, dificultando
a estabilidade da producdo, e a rentabilidade dos agricultores (Silva et al. 2011; Kim et al.,
2016).

2.3. Principais caracteristicas do género Ralstonia

R. solanacearum é um fitopatégeno habitante do solo, polifago, e amplamente
distribuido no mundo. E uma bactéria Gram-negativa, aerébica, de formato bastonete, reto ou
levemente curvo, de aproximadamente 0,5 x 1,5 um, ndo forma endoésporos, e apresenta alta
variabilidade genética. Este patégeno € amplamente difundido no Brasil, apontando o pais como
seu possivel centro de origem (Hayward; Hartman, 1994; Mehan et al., 1994; Santiago et al.,
2016).

A rota de infeccdo da Ralstonia spp. tem inicio com a sua fixa¢do nas raizes,
principalmente em locais de emergéncia, ou de alongamento da raiz lateral. Essas regifes
apresentam células menos lignificadas, podendo haver microles6es que facilitam a entrada do
patégeno (Caldwell, Kim e lyer-Pascuzzi, 2017). As bactérias desse género para localizar e
infectar plantas hospedeiras, utilizam a quimiotaxia, sendo guiadas principalmente pela
deteccdo de aminoacidos e malato que fazem parte dos exsudatos das raizes e, sem a capacidade
de reconhecé-los, a infeccdo é drasticamente reduzida (Hida et al., 2015). Os meios de
transmisséo de Ralstonia se da principalmente pelo solo, &gua, equipamentos, e material vegetal

contaminado. Ao entrar em contato com o sistema radicular da planta, a bactéria coloniza o



xilema, secretando exopolissacarideos que impossibilita o transporte de agua, como
consequéncia, comeca 0 processo de murcha, ocorrendo também, a formacao de um biofilme,
que protege a bactéria dos mecanismos de defesa da planta, e da aplicagdo de produtos exdgenos
para controle do microrganismo, necessitando de metodologias de manejo que hajam de forma
sistémica (Mina et al., 2019).

2.4. Desafios no manejo e controle da doenca

O manejo da murcha bacteriana causada por R. solanacearum e desafiador devido a
complexidade de sua interacdo com o ambiente, e a sua capacidade de sobrevivéncia no solo
por longos periodos, mesmo sem a presenca de um hospedeiro, através de restos culturais. Essa
caracteristica dificulta o controle da doenca, contribuindo para disseminacdo em areas
agricolas. Além disso, a ampla variabilidade genética da bactéria atrelada a capacidade de
infectar diversas culturas dificulta a aplicacdo de estratégias convencionais de manejo (Paudel
et al., 2020).

Outro fator que favorece a bactéria, € a sua estabilidade genética, mantendo ativos 0s
genes referentes a patogenicidade em plantas. Além disso, é encontrada em plantas daninhas,
como hospedeiros alternativos, que funcionam como reservatdrios naturais e favorecendo a sua
disseminacdo. A resisténcia ambiental da Ralstonia se torna uma barreira para o manejo,
tornando essencial a busca por estratégias mais eficazes e sustentaveis para minimizar seus

impactos na agricultura (Alvarez; Lopez; Biosca, 2008; Salas; Téfoli, 2017).

2.5. Manejo alternativo da murcha bacteriana

Como a bactéria possui uma ampla gama de hospedeiros, o seu controle é dificil,e os
produtos quimicos disponiveis costumam ser ineficazes devido a sua resisténcia,
principalmente a produtos que ndo interagem de forma sistémica. Atualmente a melhor
estratégia € o manejo integrado da doenca, incluindo diferentes técnicas de manejo, como 0 uso
de sementes certificadas, a escolha de solos e fontes de agua livres do patdgeno, evitar plantios
no verdo e optar por cultivares resistentes, além do uso de produtos bioldgicos, possuindo

microrganismos antagonistas e seus metabdlitos (Lopes, 2009; Salas; Tofoli, 2017).



O uso de microrganismos antagonistas como Trichoderma spp. e Bacillus spp. tem
demonstrado potencial no controle bioldgico da murcha bacteriana, apresentando uma acao
antagonista significativa contra R. solanacearum em Nicotiana tabacum. Esses microrganismos
interagem diretamente com o patégeno, e através de mecanismos de competi¢do por nutrientes
e espaco, além da producdo de metabdlitos secundarios, conseguem inibir o crescimento da
bactéria. Dessa forma, o uso desses agentes bioldgicos pode reduzir a incidéncia da doenca de

maneira eficaz (Da Paz, 2023).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de plantas e isolamento de Ralstonia sp.

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Campus Mossord. Para a obtencdo do isolado
bacteriano, foram coletadas plantas com sintomas de murcha bacteriana, provenientes da regido
do Baixo Acaral-CE, Serra da Ibiapaba (Latitude 3° 52' 47" Sul; Longitude 40° 57' 50" Oeste).
Para o isolamento da bactéria, foram retirados fragmentos dos tecidos sintomaticos, na area
limitrofe. Posteriormente, estes fragmentos foram desinfestados (alcool 70% por 10 s,
hipoclorito de sédio 2,5%, por 1 min, e agua destilada e esterilizada). Os fragmentos foram
macerados em tubos com agua destilada e esterilizada, e plaqueados em placas de Petri
contendo meio Nutriente Agar (NA). As placas foram mantidas por 24 horas, em estufa
incubadora do tipo Demanda Bioguimica de Oxigénio (B.O.D), a 28 £ 2 °C. Apds o isolamento,
as bacterias foram purificadas e multiplicadas em um Erlenmeyer contendo 250 mL de meio
liquido, semi-seletivo NYDA: (4 g/L dextrose, 3 g/L de extrato de carne, 5 g/L de extrato de
levedura, 3 g/L de peptona), sendo mantidas novamente por 24 horas, em B.O.D,a28 + 2 °C
(Schaad; Jones; Chun, 2001).

3.2 Teste de patogenicidade do isolado

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (Latitude 5°12°48°’Sul / Longitude 37°18°44’’Oeste). O experimento foi
inteiramente casualizado, com 2 tratamentos, e 10 repeti¢fes cada.

Para o teste de patogenicidade, palitos de dente previamente autoclavados (30 min a
120° C ), foram infestados com o isolado de Ralstonia sp. preservado em meio de cultura
NYDA, os palitos foram introduzidos em mudas de tomate da cultivar cv. ipa 6, com 20 dias
de germinacdo, modificada de Hernandez-Romano, Ramirez-Rojas e Ydrac-Morales (2012).

. No tratamento controle, foi introduzido o palito esterilizado, e sem inoculo.As mudas
foram mantidas durante 30 dias em casa de vegetacdo, e ao final do experimento foram
coletadas para analise em laboratorio para confirmar a patogenicidade do isolado, sendo feito o

reisolamento dos fragmentos sintomatico em meio NA, como descrito por Freitas et al., (2018).



3.3 Caracterizacao bioquimica

Para a determinagdo do género da bactéria isolada das plantas, e re-isoladas do teste de
patogenicidade, foram realizados diferentes testes bioquimicos, entre eles: Teste de Gram, teste
de KOH, teste do sal de tetrazolio, teste de catalase e fermentacdo de acgucares (lactose). Os
testes foram realizados de acordo com as metodologias ja descritas na literatura por: (Brucker,
(1986), Suslow, (1982), Kelman (1954), Okura e Rende, (2008), e MacConkey, (1905),

respectivamente.
3.4 Ensaio in vitro

O experimento foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo trés deles
produtos comerciais a base de microrganismos, e um tratamento controle, e 5 repeti¢Ges cada

(Tabela 1). O ensaio foi repetido para confirmacédo dos resultados.

Tabela 1. Tratamentos e suas respectivas dosagens aplicadas.

Tratamento Composicéo Dosagem
Tl - -
T2 Trichoderma asperellum (isolado URM 5911) 29/1L
T3 Extrato de leveduras, sulfato de cobre, sulfato de zinco e &gua 2,5 mL/1L
T4 Enzimas e metabolitos secundarios 2,5 mL/1L

Apdbs a multiplicacdo da bactéria em meio liquido NYDA, foi realizada a quantificacdo
em placa contendo 0 mesmo meio, com adicdo de agar (15 g/L), onde a concentracéo utilizada
foi de 4,37 x 108. Os produtos comerciais foram introduzidos e homogeneizados em meio de
cultura NYDA, com aproximadamente, 42 + 2 °C, e vertidos em placas de Petri (Alves, 2012).
Para a conducdo do ensaio, utilizou-se 10 mL do multiplicado, considerando-o como o
concentrado. Posteriormente foram realizadas diluicdes seriadas, até a concentragio 10°. Cada
diluicdo foi plaqueada em placas de Petri contendo o referido meio, e seus respectivos

tratamentos (Tabela 1). Em cada placa foram depositados 100 pL da diluicdo, sendo espalhadas



com auxilio da alca de Drigalski. Todas as placas foram mantidas em B.O.D., a 28 + 2 °C, por
48 h (Tortora; Funke; Case, 2006).

Ap0s o crescimento das unidades formadora de colonia (UFC), foram escolhidas em
cada tratamento as placas referentes a diluicdo que continha entre 25 a 250 UFC, para que seja
feita a qu antificacdo. Os dados obtidos através das contagens de UFC em placas, foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p< 0,05) e as médias foram comparadas

utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis (p< 0,05) no software R studio v.4.4.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacéo bioquimica do isolado

4.1.1 Teste de Gram e KOH

O isolado de Ralstonia sp. foi caracterizado bioguimicamente antes da inoculagédo das
plantas, e ao final do experimento, apos o reisolamento das plantas sintométicas. Em ambos 0s
momentos o isolado foi caracterizado, quanto a morfologia das células como Gram negativa,
formato bastonete, dispostas em células isoladas (Figura 1). Foi realizado o teste de KOH, no

qual houve a formacéo de um fio viscoso, em ambas as amostras do isolado, atestando como

positivo, e confirmando a classificagdo como bactéria Gram negativa (Figura 2) (Brucker,
1986).




Figura 1. Teste de Gram do isolado de Ralstonia sp. antes (A), e ap0s o teste de patogenicidade

(B). No qual, ambas as bactérias apresentaram formato bastonete e coloracdo rosa, sendo

atestada como negativas

Figura 2. Teste do hidréxido de potéssio (KOH). (A) Ralstonia sp. isolada (B) Ralstonia sp.
re-isolada. Apresentaram a formacé&o de um fio viscoso e classificadas como positiva,
confirmando o teste de Gram.

4.1.2 Teste do sal de tetrazolio

O sal de tetrazolio em contato com os metabdlitos bacterianos, € reduzido a vermelho
de formazan, sendo o indicativo da atividade bacteriana. Quanto mais intensa a coloracéo

avermelhada, maior a viruléncia do isolado (Ledethergl, 1948; Kelman, 1954).

Figura 3. Teste do sal de tetrazolio em placas de Petri. (A) Ralstonia sp. isolada (B) Ralstonia
sp. reisolada. Ambas as bactérias tiveram teste positivo para o sal de tetrazélio, expressando a

coloracédo avermelhada.



4.1.3 Teste de catalase

A bactéria ao sintetizar essa enzima, foi capaz de reduzir o peréxido de hidrogénio em
agua e gas oxigénio. Quando ocorre essa reacao, é observada a formacéo de bolhas nas unidades
formadoras de colonia, sendo classificado como positivo e, na sua auséncia, negativo. O
isolado, e o reisolado apresentaram resultados positivos para catalase (Figura 4) (Okura; Rende,
2008).

Figura 4. Teste catalase em placas de Petri. (A) Ralstonia sp. isolada (B) Ralstonia sp. re-
isolada. [Em ambos testes foi observado a liberacdo de dgua e gas oxigénio, confirmando-o

como positivo.

4.1.4 Fermentacao de acUcares (lactose)

O resultado foi obtido ap6s 24 horas de incubacdo em BOD, a 30 + 2°C. Considerando
a fermentacdo positiva, quando as bactérias apresentam coldnias de cor rosa em Macconkey.
Em ambas as amostras, o isolado de Ralstonia sp. apresentou fermentacdo negativa da lactose
(Figura 5) (MacConkey, 1905).



Figura 5. Fermentag&o da lactose em placas de Petri. (A) Ralstonia sp. isolada (B) Ralstonia

sp. reisolada. Apresentaram colbnias sem coloracéo, sendo classificadas como negativas.

A partir dos testes bioguimicos realizados foi possivel classificar o isolado bacteriano
como Gram negativo (confirmado pelos testes de Gram e do KOH), catalase positiva, e ndo
fermentadora de agUcares (lactose). Além disso, o teste de tetrazolio confirmou a viruléncia do
isolado. O reisolado da bactéria apresentou coloracdo mais intensa, que evidencia maior
patogenicidade no reisolamento dos fragmentos sintomaticos. Com base nos resultados obtidos,
caracterizou-se bioquimicamente e morfologicamente a bactéria como Ralstonia sp. (Rudrappa
et al, 2016; Rachidatou Sikirou et al., 2017).

4.2. Teste de patogenicidade

Apos 30 dias da montagem do teste de patogenicidade, as plantas foram avaliadas. As
testemunhas ndo apresentaram sintomas no sistema radicular, e na parte aérea, enquanto as
mudas inoculadas com isolado de Ralstonia sp., apresentaram sintomas de podrid&o no colo, e

reducdo do volume radicular, confirmando a patogenicidade do isolado (Figura 6).



Figura 6. (A) Teste de patogenicidade em casa de vegetagdo. (B) Testemunha. (C) Planta

inoculada.

4.3. Avaliacdo in vitro dos produtos comerciais

Em ambos os experimentos no grupo controle, observou-se crescimento significativo
da bactéria, com médias de 9,35 x 107 UFC/mL, ¢ 1,03 x 10® UFC/mL nos experimentos 1 e 2,
respectivamente. O tratamento T4 ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle,
com médias de 9,12 x 10”7 UFC/mL, e 7,76 x 107 UFC/mL respectivamente para 0s
experimentos 1 e 2, demonstrando que ndo houve acdo inibitdria desse produto sobre Ralstonia
sp., na dosagem testada.

Por outro lado, os tratamentos T2 e T3 inibiram completamente o crescimento

bacteriano, em ambos o0s experimentos (10t UFC/mL), com rankings de eficicia



significativamente menores (5,5), em comparagdo ao controle, e ao produto & base de T.
asperellum, que diferiram significativamente dos demais (Tabela 2).
Tabela 2. Médias das Unidades formadoras de coldnias (UFCs) de Ralstonia sp. in vitro, nos

diferentes tratamentos.

UFC. mL™ de Ralstonia sp.

Tratamentos
Experimento 1 Rank Experimento 2 Rank
(T1) Controle 9,35x10"a* 15,4 1,03x 108 a 16,2
(T2) Trichoderma
asperellum (isolado 9,12 x 107 a* 15,6 7,76 x 10" a 14,8
URM 5911)
(T3) Extrato de
leveduras, sulfato de
10' b 55 0x10'b 55

cobre, sulfato de

zinco e 4gua.

(T4) Enzimas e
metabdlitos 10'b 55 0x10'b 55

secundarios

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis (p< 0,05). O ranking
de eficacia reflete a posi¢do relativa dos tratamentos em termos de inibi¢do do crescimento bacteriano, sendo que

valores menores indicam maior eficacia no controle de Ralstonia sp.



Figura 7. Visdo placa de Petri dos tratamentos: (A) T1-Controle; (B) T2-Trichoderma
asperellum (isolado URM 5911); (C) T3-Extrato de leveduras, sulfato de cobre, sulfato de zinco
e agua; (D) T4- Enzimas e metabdlitos secundarios.

O produto a base de enzimas e metabdlitos secundarios (T4) inibiu 100% o crescimento
in vitro de Ralstonia, sua eficacia ocorre principalmente pela acdo dos metabdlitos, os quais ja
sdo amplamente utilizados na industria agricola. Estudos mostram que metab6litos como
pirazina, e 2-etil-3-metil, séo eficientes no controle in vitro de Ralstonia, e suas a¢cdes ocorrem,
principalmente, devido a interferéncias na integridade da membrana celular, resultando em uma
acao antibacteriana (Munjal et al., 2016). Em outras pesquisas, metabdlitos como os compostos
organicos volateis foram capazes de reduzir a populacdo de R. solanacearum no solo em ate
41%, suprimindo a populacdo do patodgeno, e auxiliando no manejo de doengas ocasionadas
pela bactéria (Raza et al. 2016).

Assim como o tratamento 4, o produto a base de extrato de leveduras, sulfato de cobre
e sulfato de zinco, também inibiu completamente o crescimento de Ralstonia, o qual é
constituido principalmente de sulfato de cobre. As nanoparticulas a base de cobre causam danos
a diversos microrganismos. O cobre consegue interagir com peptideos dentro da célula
bacteriana, formando assim um complexo cobre(l)-peptideo. Esse complexo quando formado
pode inativar enzimas essenciais, interferindo no metabolismo, e podendo levar a morte celular.
O cobre também esté relacionado a inibicéo de fitopatégenos de importancia, como Fusarium

oxysporum, Curvularia lunata e, Alternaria alternata, onde particulas menores de cobre



possuem maior relacdo superficie/volume, resultando em uma agdo antimicrobiana eficiente
(Chen et al, 2019; Kanhed et al., 2014).

O produto a base do fungo Trichoderma asperellum, ndo inibiu o crescimento de
Ralstonia sp. in vitro (Tabela 2). Isso pode ter ocorrido devido ao fato da bactéria ter inibido o
fungo, e 0 mesmo ndo conseguiu realizar o controle, conforme a mostra a Figura 7. A taxa
multiplicacdo bacteriana é mais rapida, influenciado na supressdo sobre o fungo. Embora ndo
tenha sido analisado o crescimento do T. asperellum, foi percebido que o fungo néo
desenvolveu nas placas. Este resultado pode ser dado como reflexo da acdo de compostos
organicos volateis (COVSs), que sdo substancias produzidas por algumas bactérias, como por
exemplo, as do género Bacillus. Ha relatos de COVs bacterianos na inibicdo de fungos
habitantes do solo, entre eles o Trichoderma (Yuan et al. 2017; Li; Islam; Kang, 2019). Além
disso, outros estudos apontam que a Ralstonia sp. tem a capacidade de produzir substancias
como a estafioferrina B, que é um tipo de siderdforo, composto organico que capta e solubiliza
ferro. Pesquisas mostram que esses sider6foros podem inibir o crescimento de fungos, ja que
eles competem pelo ferro disponivel no ambiente, dificultando a absorcéo desse nutriente por
outros microrganismos e, assim, limitando o crescimento de varias espécies de fungos e
bactérias (Bhatt; Denny, 2004; Santoyo et al., 2023).



5 CONSIDERACOES FINAIS

Os testes bioquimicos confirmaram a bactéria isolada de tomateiro com sintomas de
podriddo no sistema vascular, e murcha, como Ralstonia sp., e a sua patogenicidade foi
confirmada através dos postulados de Koch.

Os tratamentos T3 e T4 foram totalmente eficientes na inibi¢do de Ralstonia sp. in vitro,
enguanto, o T2 ndo apresentou acao inibitdria sobre o isolado.

E necessario aprofundar os estudos para uma maior precisio na avaliacio da eficacia
dos produtos testados, realizando ensaios in vivo para verificar o controle de Ralstonia sp. no

tomateiro.
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