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RESUMO GERAL

SALDANHA, Gustavo Rodrigues Saldanha. Diversidade microbiana de solos sob cultivo de
tomateiro (Solanum lycopersicum) com murcha bacteriana e bioprospeccio de
microrganismos promotores de crescimento vegetal. 2025. 62f. Dissertacao (Mestrado em
Agronomia, Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, RJ, 2025.

A murcha do tomateiro, que pode ter como agentes causais a bactéria Ralstonia solanacearum
ou o fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, representa um dos principais desafios para
o manejo da cultura, devido a persisténcia desses patdgenos no solo e o limitado uso efici€ncia
dos métodos quimicos disponiveis. No primeiro capitulo, investigou-se a composicao da
comunidade bacteriana da rizosfera de plantas de tomate com e sem sintomas de murcha
bacteriana em duas unidades de producdo protegida em Vassouras-RJ. A andlise da diversidade
alfa e beta, abundancia diferencial e redes de coocorréncia bacteriana indicou diferencas na
rizosfera de plantas sintomdticas e assintomdticas. Familias como Bacillaceae,
Fictibacillaceae, Nocardiaceae, Chitinophagaceae e Streptomycetaceae predominaram na
rizosfera de plantas sem sintomas, possivelmente associadas a supressdo natural do patdgeno,
enquanto Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae e Rhizobiaceae foram mais abundantes na
rizosfera de plantas com murcha. As redes microbianas indicaram maior conectividade e
predominancia de interacoes negativas na presenca de doenca, com centralidade de
Beijerinckiaceae nas plantas sintomdticas e de Mycobacteriales e Burkholderiaceae nas
assintomdticas. O segundo capitulo concentrou-se na caracterizacdo de 22 isolados de
Pseudomonas previamente identificados por MALDI-TOF. A identificacao foi confirmada por
sequenciamento do gene rrs, e foi avaliado o potencial de biocontrole contra F. oxysporum f.
sp. lycopersici e atributos de promocao de crescimento vegetal. Foi observada a predominancia
espécies de P. aeruginosa, P. putida e P. plecoglossicida. Nos testes de antagonismo direto,
isolados de P. aeruginosa apresentaram maior capacidade de inibir o patégeno. Isolados do
grupo putida destacaram-se na solubilizacdo de fosfato e producido de édcido indolacético,
indicando potencial como promotor de crescimento vegetal. Em conjunto, os resultados
demonstram que houve alteracdo na composi¢cdo microbiana na rizosfera de plantas com
murcha bacteriana e destacam cepas de Pseudomonas como promissoras para a formulagao de
bioinsumos voltados para o controle de Fusarium e a promogado de crescimento vegetal. Essas
informacdes reforcam a importancia do desenvolvimento de estratégias baseadas na
manipulac¢do da microbiota do solo e da utilizacdo de consorcios microbianos, favorecendo o
avango de praticas agricolas mais eficientes e ambientalmente sustentaveis.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Murcha bacteriana. Ralstonia
solanacearum.



GENERAL ABSTRACT

SALDANHA, Gustavo Rodrigues Saldanha. Soil microbial diversity under tomato
(Solanum lycopersicum) cultivation with bacterial wilt and bioprospecting of plant
growth-promoting microorganisms. 2025. 62p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2025.

Tomato wilt, caused by either the bacterium Ralstonia solanacearum or the fungus Fusarium
oxysporum ft. sp. lycopersici, represents one of the main challenges for tomato crop management
due to the persistence of these pathogens in the soil and the limited efficiency of available
chemical control methods. In the first chapter, the composition of the bacterial community in
the rhizosphere of tomato plants with and without bacterial wilt symptoms was investigated in
two protected production units located in Vassouras, Rio de Janeiro, Brazil. Analyses of alpha
and beta diversity, differential abundance, and bacterial co-occurrence networks revealed
differences between the rhizospheres of symptomatic and asymptomatic plants. Families such
as Bacillaceae, Fictibacillaceae, Nocardiaceae, Chitinophagaceae, and Streptomycetaceae
predominated in the rhizosphere of asymptomatic plants, possibly associated with natural
suppression of the pathogen, whereas Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae, and
Rhizobiaceae were more abundant in plants showing wilt symptoms. Microbial network
analyses indicated higher connectivity and a predominance of negative interactions in the
presence of disease, with Beijerinckiaceae showing centrality in symptomatic plants, and
Mycobacteriales and Burkholderiaceae in asymptomatic ones. The second chapter focused on
the characterization of 22 Pseudomonas isolates previously identified by MALDI-TOF.
Identification was confirmed by sequencing of the rrs gene, and the potential for biocontrol
against F. oxysporum f. sp. lycopersici as well as plant growth-promoting traits were evaluated.
The predominant species were P. aeruginosa, P. putida, and P. plecoglossicida. In direct
antagonism assays, P. aeruginosa isolates exhibited greater ability to inhibit the pathogen.
Isolates belonging to the P. putida group stood out for their phosphate solubilization and indole-
3-acetic acid production, indicating potential as plant growth promoters. Overall, the results
demonstrate that the microbial composition of the rhizosphere is altered in plants affected by
bacterial wilt and highlight Pseudomonas strains as promising candidates for the development
of bioinputs aimed at Fusarium control and plant growth promotion. These findings reinforce
the importance of developing strategies based on soil microbiome manipulation and the use of
microbial consortia to advance more efficient and environmentally sustainable agricultural
practices.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Bacterial wilt. Ralstonia solanacearum.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma das hortalicas mais cultivadas e consumidas
no mundo, desempenhando papel de destaque tanto na geracdo de renda para produtores rurais
quanto na seguranca alimentar das populacdes. Sua ampla adaptacio as diferentes condi¢des
edafocliméticas, bem como sua relevancia agroindustrial e nutricional, fazem dessa cultura um
pilar importante da horticultura nacional e internacional. No Brasil, sua producao é expressiva
e representa uma importante atividade econdmica para diversas regides produtoras, inclusive
no estado do Rio de Janeiro.

Apesar do seu potencial produtivo, o cultivo do tomateiro enfrenta sérios desafios
fitossanitdrios, especialmente aqueles causados por patégenos de solo. Entre as doengas mais
limitantes, destacam-se a murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, e a murcha
fungica, provocada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Ambas comprometem o sistema
vascular das plantas, levando a perda de turgidez, ao murchamento e, muitas vezes, a morte da
planta. Essas doengas sdo particularmente probleméticas em regides tropicais e subtropicais,
devido a condi¢des ambiental favordveis para a multiplicacdo e persisténcia desses patégenos
no solo.

O manejo eficiente dessas doengas € dificultado pela elevada capacidade de
sobrevivéncia dos patégenos, que apresentam estruturas de resisténcia € mecanismos como a
formacao de biofilme, que lhes permitem persistir no solo por anos. Adicionalmente, devem-se
considerar as limitacOes das estratégias quimicas de controle, incluindo a falta de produtos
quimicos registrados, a baixa eficiéncia, e a auséncia de medidas curativas eficazes. Nesse
cendrio, torna-se essencial compreender o papel da saide do solo como fator chave na
prevencao e mitigacao de doengas.

A sadde do solo € definida como a capacidade do solo de sustentar funcdes ecoldgicas,
produtivas e ambientais de forma continua. Solos saudédveis abrigam comunidades microbianas
diversificadas e funcionais, com capacidade de promover o crescimento vegetal, ciclagem de
nutrientes e atuacdo na supressdo natural de doengas. A diversidade microbiana, portanto,
desempenha papel central na estabilidade e resiliéncia dos agroecossistemas, influenciando
diretamente a fitossanidade das plantas. Nesse contexto, o controle biolégico surge como
alternativa sustentdvel e promissora, especialmente quando aliado a promogao da satide do solo.
A introducdo ou estimulo de microrganismos benéficos capazes de antagonizar fitopatégenos,
competir por recursos e induzir resisténcia nas plantas pode reduzir a incidéncia de doencgas e
melhorar o desempenho das culturas agricolas.

Entre os microrganismos mais estudados no contexto do controle bioldgico e da
promocdao de crescimento vegetal, o género Pseudomonas se destaca por sua elevada
capacidade de colonizacio da rizosfera, produ¢do de metabdlitos antimicrobianos,
solubilizacdo de nutrientes e sintese de fitormdnios. Essas bactérias sdo capazes de atuar tanto
na supressdo de patégenos como no estimulo do crescimento radicular e da tolerancia das
plantas a estresses ambientais. Sua versatilidade e adaptabilidade as tornam candidatas ideais
para estratégias de manejo bioldgico integradas e sustentdveis.

Sendo assim, as hipdteses cientificas deste trabalho sdo que: (i) a estrutura da
comunidade bacteriana difere significativamente entre solos cultivados com tomateiros com e
sem incidéncia de murcha bacteriana; e (ii) que isolados bacterianos rizosféricos, especialmente
do género Pseudomonas, apresentam potencial para atuar no controle biolégico de patégenos e
na promoc¢ao de crescimento vegetal.



Assim, os objetivos gerais desta pesquisa foram investigar a diversidade microbiana em
solos cultivados com tomateiro sob diferentes condi¢cdes fitossanitérias e avaliar a capacidade
de isolados de Pseudomonas no biocontrole de Fusarium e promocao de crescimento vegetal.

Diante disso, a presente dissertacdo foi dividida em capitulos, identificados a seguir:

Capitulo I — Diversidade bacteriana em solos sob cultivo de tomateiro (Solanum
lycopersicum) com e sem incidéncia de murcha bacteriana

Capitulo II — Bioprospec¢do de Pseudomonas para o biocontrole de Fusarium e
promocgdo de crescimento de vegetal



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Cultura do Tomateiro

O tomateiro, classificado como uma dicotiledonea pertencente a ordem Tubiflorae,
familia Solanaceae, e a espécie Solanum lycopersicum, ¢ uma planta herbacea cujo caule,
inicialmente redondo, piloso e macio na fase juvenil, torna-se progressivamente fibroso com o
tempo. As folhas sdo alternadas, compostas, e variam entre 11 e 32 cm de comprimento. As
flores, hermafroditas, possuem a capacidade de autopolinizacdo, embora a ocorréncia de
polinizacdo cruzada também seja possivel. Agrupadas em cachos, s@o pequenas, de coloragao
amarela, com célice formado por cinco sépalas e pétalas lanceoladas e largas. Os cachos florais
podem ser simples (ndo ramificados) ou compostos (ramificados). O fruto, do tipo baga carnosa,
apresenta dois ou mais l6culos, e as sementes, pequenas e padronizadas, sdo recobertas por
tricomas curtos (GOULD, 1992; FILGUEIRA, 2008; WAHEED et al. 2019).

O tomateiro pode apresentar dois habitos distintos de crescimento, determinado e
indeterminado. No hébito determinado, o crescimento vegetativo € menos vigoroso, as plantas
atingem cerca de 1 metro de altura e interrompem o crescimento apds a formacdo de um niimero
definido de inflorescéncias, apresentando hastes mais uniformes. Essa caracteristica torna esse
tipo de planta especialmente adequado a produgdo agroindustrial. Em contraste, plantas com
habito indeterminado podem alcangar até 2,5 metros de altura, com marcada dominancia apical
e crescimento vegetativo continuo, caracteristicas que favorecem colheitas prolongadas e sdao
mais comuns em cultivos destinados ao consumo in natura (FILGUEIRA, 2008).

O tomateiro tem seu centro de origem na costa oeste da América do Sul, abrangendo
principalmente regides do atual Peru, Equador e norte do Chile. A domesticacdo inicial ocorreu
por povos indigenas dessa regido, sendo posteriormente aprimorado por civilizacdes
mesoamericanas, como o0s astecas. Apds a colonizacdo das Américas, o tomateiro foi
introduzido na Europa, de onde se disseminou amplamente para outras regides do mundo
(FILGUEIRA, 2008 OLIVEIRA JUNIOR, 2012; ALVARENGA, 2013).

Do ponto de vista agrondmico e comercial, o tomateiro constitui uma das culturas
horticolas de maior importancia econdmica global, sendo amplamente cultivado em diversos
continentes e adaptado a diferentes condi¢des edafoclimdticas (FILGUEIRA, 2008;
FAOSTAT, 2022). De acordo com a Organiza¢do das Nacdes Unidas para Alimentacio e
Agricultura (FAOSTAT, 2022), a producdo mundial de tomate ultrapassou 186 milhdes de
toneladas no ano de 2022, evidenciando a relevancia dessa cultura tanto para a seguranca
alimentar quanto para o setor agroindustrial.

No Brasil, a cultura do tomate ocupa posicdo de destaque entre as principais olericolas,
tanto em volume produzido quanto em participacdo na geragcdo de renda no meio rural. De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2024), a produc¢do nacional
alcancou cerca de 4,3 milhdes de toneladas em 2024, posicionando o pais entre os oito maiores
produtores e processadores do mundo. Esse desempenho € resultado, em parte, do continuo
avango tecnoldgico e da expansdo da drea cultivada, que apresentou incremento de 8,6% em
relagc@o ao ano de 2023 (IBGE, 2024).

Os principais estados produtores sdo Goids, que no dltimo ano foi responsavel por mais
de 30% da producdo nacional, com volume superior a 1,4 milhdo de toneladas ao ano; Sao
Paulo, com participacdo de aproximadamente 23,1%, correspondendo a cerca de 1,1 milhdo de
toneladas; e Minas Gerais, com 12,7% da producdo nacional, o que representa cerca de 592,9
mil toneladas anuais (IBGE, 2024). Os maiores valores atribuidos a Goias e Sdo Paulo se
devem, sobretudo, a produgdo de tomate destinado a industria (BRASIL, 2025).

Embora o estado do Rio de Janeiro ndo esteja entre os maiores produtores do pais, sua
producdo correspondeu a 4,2% do total nacional em 2024, aproximadamente 147 mil toneladas,
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apresentando expressiva relevancia para a economia regional, uma vez que a producdo do
estado € majoritariamente voltada para o tomate de mesa (EMATER-RIO, 2023). A cultura do
tomate nesse estado contribui diretamente para o abastecimento do mercado interno e para o
fornecimento de matéria-prima a pequenas industrias locais, especialmente no processamento
de molhos e conservas (IBGE, 2024).

Além disso, o tomate destaca-se entre os principais hortifruticolas cultivados no Rio de
Janeiro, com drea plantada de aproximadamente 1.977 hectares em 2025 (IBGE, 2025). As
principais regides produtoras de tomate no estado sdo a Regido Serrana, responsavel por
aproximadamente 63,9% da producdo, a Regido Noroeste Fluminense, com 21,9% e o Centro-
Sul Fluminense, com 11,5% da producao. Entre os municipios de maior destaque estio Bom
Jesus do Itabapoana, Campos dos Goytacazes, Barra Mansa, Sao José de Ubd e Paty do Alferes,
que concentram grande parte da producdo estadual de tomate, voltada principalmente para o
consumo in natura (EMATER-RIO, 2023; BRASIL, 2023).

O tomate apresenta elevado valor nutritivo e expressiva importancia econdmica, sendo
amplamente cultivada em diversas regides do mundo. Sua capacidade de adaptacdo a diferentes
condi¢des climdticas favorece a ampla distribuicdo geografica da espécie e contribui para
alcancar altos niveis de produtividade (RODRIGUES, 2020; DA SILVA, 2023). No entanto,
apesar do seu potencial econdmico e adaptabilidade, produtores de tomate enfrentam desafios
que podem resultar em perdas financeiras e de produtividade significativas. Esses desafios
incluem mudangas climéticas subitas, surgimento de pragas e o aparecimento de doencgas
causadas por fungos, virus e bactérias. Em condicdes favordveis ao desenvolvimento desses
patégenos, algumas doengas, como as que causam murcha podem levar a perdas totais da safra
de tomate (LOPES, 2009; QUEZADO-DUVAL e LOURENCO JUNIOR, 2018).

2.2 Murcha do Tomateiro e Medidas de Controle

Dentre os principais desafios na producdo do tomateiro, um dos mais importantes € a
murcha da planta. A murcha € caracterizada pela perda da turgidez das folhas de forma
tempordria ou permanente, € os motivos que levam a esses sintomas podem estar relacionados
a déficits hidricos, comprometimento das raizes, salinidade do solo e ou insuficiéncia na
translocacdo de dgua devido a comprometimentos do xilema (LOPES, 2022). Os sintomas de
murcha podem ser causados por fatores bidticos ou abidticos. No caso do tomate, quando a
murcha é provocada por fitopatégenos, na maioria dos casos, esses sdo patdgenos de solos, que
atacam diretamente as raizes, o colo ou até mesmo o caule das plantas (LOPES, 2022).

Dentre os principais fitopatégenos de solo associados a murcha do tomateiro, destacam-
se bactérias e fungos. Entre as bactérias, os géneros Pectobacterium e Dickeya sdo os agentes
etiologicos da doenca conhecida como Talo-oco, caracterizada por amarelecimento
generalizado, murcha e subsequente morte da planta, em decorréncia da necrose do caule. Outra
bactéria relevante é Clavibacter (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), conhecida
por sua alta transmissibilidade e capacidade de causar murcha vascular (BERGAMIN FILHO;
KIMATI; AMORIM, 1995; LOPES, 2022). Entre os fungos, Sclerotium rolfsii se destaca, com
desenvolvimento favorecido por altas temperaturas, promovendo o apodrecimento das raizes e
do colo da planta e restringindo a absorcao de dgua, levando a murcha e morte da planta. Outro
fungo de importancia é Verticillium dahliae, causador da murcha de Verticillium, uma doenca
vascular que também provoca sintomas de murcha nos tomateiros (BERGAMIN FILHO;
KIMATI; AMORIM, 1995; LOPES, 2022).

Entre os fitopatégenos de solo que mais limitam a producdo de tomate em regides
tropicais e subtropicais estdo a bactéria Ralstonia solanacearum, causadora da murcha
bacteriana, e o fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), responsavel pela murcha
por Fusarium na cultura do tomate (BERGAMIN FILHO; KIMATI; AMORIM, 1995; LOPES,
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2022). Ambos se destacam pela alta persisténcia no solo, capacidade de disseminacdo e
significativo impacto econdmico (KUROZAWA & PAVAN, 2005; LOPES, 2013). Ralstonia
solanacearum € uma bactéria Gram-negativa, aerébia, em forma de bastonete, reta ou
ligeiramente curva, pertencente ao complexo de espécies de Ralstonia solanacearum. E um
patégeno vascular que coloniza preferencialmente os vasos do xilema, penetrando nas raizes
por meio de ferimentos ou aberturas naturais. Uma vez estabelecida, a bactéria se multiplica
rapidamente e produz lipopolissacarideos e exopolissacarideos que se acumulam no interior dos
vasos condutores, obstruindo o transporte de d4gua e nutrientes e levando a murcha sistémica da
planta. Os sintomas se manifestam do ponteiro para a base, podendo ainda se apresentar em
apenas uma parte da planta (LOPES, 2013; HUET, 2014). Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici ¢ um fungo ascomiceto, cosmopolita e saprofita do solo, pertencente a ordem
Hypocreales, responsédvel pela murcha vascular do tomateiro. Apresenta micélio hialino e
septado, produzindo trés tipos principais de esporos, microconidios, macroconidios e
clamidésporos, estes tltimos atuando como estruturas de resisténcia, capazes de sobreviver por
longos periodos na auséncia de hospedeiros (AGRIOS, 2005; LESLIE & SUMMERELL,
2006). Os principais sintomas da infec¢do pelo FOL incluem o amarelecimento da planta e
escurecimento do sistema vascular com subsequente murcha e morte das plantas (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

O manejo da murcha causada por esses fitopatégenos € desafiador devido a persisténcia
e a capacidade de sobrevivéncia prolongada dos patdégenos no solo, bem como a limita¢do da
eficacia dos métodos curativos. Além disso, a utilizacdo de produtos quimicos disponiveis tem
se mostrado pouco eficaz e economicamente invidvel, especialmente no caso da murcha
bacteriana, sendo agravada pela escassez de produtos quimicos registrados para o controle
dessas doencas (KUROZAWA & PAVAN, 2005; BRASIL, 2025). Estratégias preventivas e
integradas sdo fundamentais para reduzir a incidéncia e a disseminac@o. Entre as principais
medidas recomendadas estdo a rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, a escolha
criteriosa das dreas de plantio com base no histérico, a solarizacdo do solo, o uso de porta-
enxertos e cultivares resistentes, a restricdo do transito de pessoas € maquinas em 4areas
infestadas, e a remoc¢ao e descarte adequado de plantas infectadas (KUROZAWA & PAVAN,
2005; LOPES, 2009; FELIX; ONYANGO; ELIAZER, 2011).

Nesse contexto, o controle biolégico surge como uma alternativa sustentdvel e
promissora, especialmente pela possibilidade de utilizar microrganismos antagonistas para
suprimir ou inibir o desenvolvimento dos patégenos no solo. A aplicacdo desses agentes,
quando aliada ao manejo integrado e a promocdo da saide do solo, pode contribuir
significativamente para a constru¢do de agroecossistemas mais resilientes e menos dependentes
de insumos quimicos de baixa eficidcia e alto custo (KURABACHEW; WYDRA, 2014;
LOPES, 2022).

2.3 Relacoes entre Fitossanidade, Saide do Solo, Supressividade e Diversidade
Microbiana

O conceito de satde do solo tem sido amplamente debatido dentro das ci€ncias agrarias,
refletindo a preocupacdo crescente com a sustentabilidade dos sistemas produtivos.
Originalmente vinculado a no¢do de “qualidade do solo”, o termo evoluiu para uma perspectiva
mais abrangente, que considera o solo como um ecossistema dinamico, biologicamente ativo e
funcional (DORAN; SARRANTONIO; LIEBIG, 1996; SPOSITO & ZABEL, 2003; MENDES
et al, 2018). Mendes et al. (2018) definem saide do solo como “a capacidade continua do solo
em manter e sustentar fungdes ecoldgicas, agricolas e ambientais, atuando como base para a
produtividade vegetal, a ciclagem de nutrientes, o sequestro de carbono, a regulag¢do hidrica e
a conservacao da biodiversidade edéfica”.



Nesse sentido, a saude do solo estd diretamente relacionada a fitossanidade, pois um
solo equilibrado e funcional contribui ativamente para o desenvolvimento vigoroso das plantas
e para a reducdo da incidéncia de doencas. Solos sauddveis apresentam alta diversidade e
abundancia de microrganismos benéficos, como bactérias, fungos e actinobactérias, que atuam
na mineralizacdo da matéria organica, disponibilizacdo de nutrientes e, especialmente, no
controle natural de patégenos (MENDES et al.,, 2011). Esses organismos podem exercer
funcdes antagonistas por meio de competicdo, antibiose, hiperparasitismo ou inducdo de
resisténcia sistémica nas plantas hospedeiras (JAYARAMAN et al., 2021). Por outro lado, solos
degradados, seja por uso intensivo de agroquimicos, praticas agricolas inadequadas,
compactagdo, ou contaminacdo por residuos, tendem a perder sua biodiversidade funcional,
tornando-se mais suscetiveis a proliferacdo de fitopatdgenos e a manifestacdo de doencas
(JAYARAMAN et al., 2021). Nesses ambientes, a quebra no equilibrio biolégico favorece a
dominancia de organismos oportunistas ou patogénicos, como a Ralstonia solanacearum e o
Fusarium oxysporum (LIANG et al., 2024).

Assim, solo supressivo, € definido como aquele capaz de limitar a incidéncia de
doencas, mesmo na presenca do patdégeno, do hospedeiro e de condi¢des ambientais favordveis
a infeccdo. Essa supressividade pode ser inata, quando estd presente de forma natural, ou
adquirida, como resultado de préticas agricolas que favorecem o aumento da atividade
microbiana benéfica, como a adicdo de matéria organica, o uso de compostos bioldgicos e/ou a
ado¢do de sistemas de manejo conservacionistas (BETTIOL et al., 1991). A promocdo da
supressividade do solo estd, portanto, diretamente vinculada a manuten¢ao da saide do solo e
pode ser considerada uma ferramenta estratégica no manejo integrado de doencas, contribuindo
para a redugdo do uso de insumos quimicos (MENDES et al., 2011).

Neste contexto, a diversidade microbiana do solo € um indicador essencial de sua satude.
Entretanto, ndo € apenas a diversidade em si que importa, mas principalmente a composi¢ao
funcional da comunidade microbiana, ou seja, quais grupos estdo presentes e quais funcdes
exercem (WAGG et al., 2014). Um solo pode apresentar alta diversidade, mas ser dominado
por microrganismos oportunistas ou ineficazes na supressao de doencas (MENDES et al.,
2011). Por outro lado, quando a diversidade estd associada a presencga de grupos benéficos, ha
maior probabilidade de o solo resistir a estresses e patdgenos. Assim, o estudo da diversidade
microbiana deve considerar tanto a riqueza de espécies quanto a identidade e funcdo dos
microrganismos presentes, permitindo avaliar a real capacidade do solo de manter processos
ecoldgicos essenciais e de sustentar plantas saudaveis (LIU et al., 2019; VAN DER HEIJDEN
et al., 2008). Assim, a diversidade microbiana associada a composi¢ao funcional se apresenta
como uma ferramenta estratégica para o manejo integrado de doengas.

2.4 Biocontrole Microbiano

O controle biolégico é um processo natural que envolve a regulacdo das populagcdes de
plantas e animais por meio de seus inimigos naturais, os quais atuam como agentes de
mortalidade. Em todos os ecossistemas, as diferentes espécies de plantas e animais possuem
adversdrios naturais que os atacam em diversos estdgios de suas vidas. Esses inimigos naturais
englobam uma ampla variedade de grupos, incluindo insetos, virus, fungos, bactérias,
nematoides, protozodrios, riquétsias, micoplasmas, dcaros, aranhas, peixes, anfibios, répteis,
aves e mamiferos (BETTIOL et al., 1991; SOUZA et al., 2019).

De acordo com as observagdes de Bettiol (1991), a manifestagdo de doencas nas plantas
resulta de uma complexa interagdo entre o hospedeiro, o patégeno e uma variedade de
organismos nao patogénicos presentes no ambiente de infec¢do, os quais possuem potencial
para limitar a atividade do patégeno ou fortalecer a resisténcia do hospedeiro. Esses
componentes, sob a influéncia do ambiente, operam em conjunto dentro de um sistema
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bioldgico. O controle bioldgico, tem como objetivo estabelecer e manter um equilibrio no
agroecossistema por meio de préticas especificas, de modo que mesmo na presenca do
patégeno, o hospedeiro ndo sofra danos significativos, gracas a acao reguladora dos organismos
ndo patogeénicos (Bettiol et al., 1991; PARRA, 2014 ).

O controle biolégico pode ser compreendido como uma extensao pratica do conceito de
solo supressivo. A supressividade estd fortemente relacionada a fatores bioldgicos, como a
diversidade e a atividade microbiana presentes no solo. Assim, o controle biolégico de
patégenos de solo vai além da simples aplicacdo de agentes especificos, englobando também
estratégias que favorecem o estabelecimento de uma comunidade microbiana funcional e
protetora, promovendo a resisténcia natural das plantas ao ataque de patégenos (BETTIOL et
al., 2005; SOUZA et al., 2019).

De acordo com Agrios (2005), os mecanismos pelos quais 0s microrganismos
antagonistas afetam a populacdo de patégenos nem sempre sao totalmente compreendidos, mas
geralmente incluem parasitismo direto, competi¢cdo por nutrientes e nichos ecoldgicos, bem
como producdo de substancias antibidticas. Os microrganismos antagénicos sdo considerados
eficazes para o biocontrole quando apresentam capacidade competitiva e habilidade de
colonizagdo no ambiente onde o patégeno estd presente, além de atenderem a requisitos
nutricionais semelhantes aos do patdgeno e se adaptarem ao seu ambiente especifico. Também
€ importante que sejam resistentes a fatores ambientais como temperatura, dessecagao, radiacao
e produtos quimicos, além de apresentarem facilidade de cultivo, multiplicag¢do, aplicacdo e
formulacdo (BETTIOL, 199; KOHL et al., 2019).

Além disso, microrganismos ideais ndo devem ser patogé€nicos para humanos, animais
ou plantas, devem ser capazes de atuar em diversas plantas hospedeiras e contra diferentes
patégenos, serem compativeis com pesticidas em programas de controle integrado e com outros
agentes antagonistas em misturas, e apresentarem capacidade de sobrevivéncia, persisténcia,
redistribui¢ao e baixa taxa de mutacdao (BETTIOL, 1991, KOHL et al., 2019).

Diversos microrganismos tém se destacado como agentes eficazes no controle biolégico
de fitopatégenos e na promogao do crescimento vegetal. Entre os fungos, o género Trichoderma
€ reconhecido por atuar como antagonista de patégenos do solo. No grupo dos virus, destacam-
se os baculovirus, utilizados no controle de insetos. E entre as bactérias, os géneros Bacillus e
Pseudomonas estdo entre os principais associados ao controle biolégico (MELLO et al., 2020).
Bactérias do gé€nero Pseudomonas, além de receberem destaque no controle biolégico, sdao
promissoras na promocdo de crescimento vegetal (BENITE, 2002; BIESSY et al., 2021;
ZHANG et al., 2020).

2.5 Pseudomonas no Controle Biolégico e Promocao de Crescimento Vegetal

Bactérias do género Pseudomonas t€m recebido destaque devido a sua versatilidade e
amplo potencial de aplicacdo agricola. O género compreende um grupo diverso de bactérias
Gram-negativas, com morfologia de bacilos retos ou levemente curvos, méveis por meio de
flagelos polares. Essas bactérias ndo formam esporos, ndo sao encapsuladas e geralmente ndo
apresentam resisténcia a dcidos. Algumas cepas, especialmente as ambientais ou associadas a
tecidos vegetais ou animais, podem produzir muco composto por glicolipoproteinas e
polissacarideos, incluindo lipopolissacarideos, além de apresentarem estruturas como pili em
sua superficie celular (LIANG et al., 2011).

Taxonomicamente, Pseudomonas pertence a classe Gammaproteobacteria, ordem
Pseudomonadales e familia Pseudomonadaceae. A maioria das espécies sdo saprofitas,
amplamente distribuidas em ambientes aquéticos e terrestres, sendo encontradas no solo, em
vegetais, na dgua doce e em locais ricos em matéria organica. Entre as espécies mais conhecidas
destacam-se P. aeruginosa, P. fluorescens e P. putida, que representam, respectivamente,
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modelos de patogenicidade oportunista, biocontrole de fitopatégenos e promog¢do de
crescimento vegetal (STOVER et al., 2000; PEIX et al., 2009). A alta adaptabilidade ecolégica
do género permite sua sobrevivéncia em diferentes nichos, inclusive sob condicdes adversas
como a presenca de desinfetantes, o que contribui para sua ampla dissemina¢do em ambientes
naturais (WHEATER et al., 1980; GROBE et al., 2001).

No contexto do controle bioldgico, Pseudomonas se destaca por sua elevada capacidade
de colonizacgao da rizosfera, adaptabilidade aos ambientes edaficos e habilidade para produzir
diversos metabdlitos secunddrios com agdo direta sobre fitopatdgenos. Entre esses compostos
destacam-se sider6foros, lipopeptideos, fenazinas, pirrolnitrina e 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG), que apresentam atividade antimicrobiana contra patégenos como Phytophthora
infestans, Streptomyces scabies, Verticillium dahliae, Botrytis cinerea € Monilinia fructicola
(NANDI et al., 2017; ZHANG et al., 2020; BIESSY et al., 2021). As fenazinas produzidas por
algumas cepas incluem &4cido fenazina-1-carboxilico, fenazina-1-carboxamida e derivados
hidroxifenazinicos, todos com acdo antiftingica relevante (BIESSY et al., 2021). O 2,4-
diacetilfloroglucinol, além de sua atividade antibidtica, também atua na modulacdo da
microbiota da rizosfera, contribuindo para a supressdo de doencas do solo (ZHANG et al.,
2020). Outro aspecto importante € a capacidade de muitas cepas de Pseudomonas de induzirem
resisténcia sistémica em plantas, fortalecendo suas defesas naturais contra estresses bidticos
(MEZIANE et al., 2005). Essa indu¢do também pode ser favorecida pela producdo de
sider6foros, que, além de competirem com os patdgenos por ferro, atuam como sinalizadores
de respostas de defesa nas plantas (BENITE, 2002; RADZKI et al., 2013; GROSKINSKY et
al., 2016; CAULIER, 2018). Adicionalmente, algumas cepas secretam enzimas hidroliticas com
atividade sobre as paredes celulares de fitopatégenos fingicos e nematoides, contribuindo para
sua destruicdo (NAGARAJKUMAR; BHASKARAN; VELAZHAHAN, 2004).

Na promog¢do de crescimento vegetal, cepas de Pseudomonas apresentam multiplos
mecanismos de acdo. Muitas sdo capazes de solubilizar formas insoliveis de fésforo, potdssio
e zinco, aumentando a disponibilidade desses nutrientes para as plantas (SARAVANAN;
SUBRAMONIAM; RAJ, 2004; AHMAD; KHAN, 2008; SAHA et al., 2016). Além disso,
sintetizam diversos fitormonios, como 4cido indol-3-acético (AIA), giberelinas, citocininas e
acido salicilico, que modulam processos fisiol6gicos essenciais ao desenvolvimento vegetal,
promovendo elongacdo celular, crescimento radicular e superagdo de estresses (IQBAL;
HASNAIN, 2013; KANG et al., 2014; GROBKINSKY et al., 2016). A producdo da enzima
ACC desaminase também € uma caracteristica comum, permitindo a planta regular os niveis de
etileno, hormdnio associado ao estresse, € com isso melhorar sua tolerancia a condig¢des
adversas como salinidade, seca e compactacio do solo (SARAVANAKUMAR;
SAMIYAPPAN, 2004; ALI;, SANDHYA; VENKATESWAR, 2014). Esses multiplos
mecanismos tornam o género Pseudomonas promissores no contexto de uma agricultura
sustentdvel, tanto como agente de biocontrole quanto como bioestimulante.



3. CAPITULO1I

DIVERSIDADE BACTERIANA EM SOLOS SOB CULTIVO DE
TOMATEIRO (Solanum lycopersicum) COM E SEM INCIDENCIA DE
MURCHA BACTERIANA



3.1 RESUMO

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, ¢ uma das doengas de solo mais
destrutivas para o tomateiro, podendo levar rapidamente a morte das plantas e a severas perdas
econOmicas. Seu manejo € desafiador, pois ndao ha controle quimico registrado, e as medidas
disponiveis sdo predominantemente preventivas. Em alguns solos, conhecidos como
supressivos, mesmo na presenca de patdégeno e hospedeiro suscetivel, a doeng¢a nao se
estabelece ou ocorre com baixa severidade. Essa supressividade pode estar associada a
microbiota do solo, cuja a¢do pode inibir naturalmente fitopatdgenos por mecanismos como
producdo de compostos antimicrobianos, competi¢do por nutrientes e indugdo de resisténcia
nas plantas. O objetivo deste capitulo foi avaliar a composi¢do da comunidade bacteriana da
rizosfera de plantas de tomate com e sem murcha bacteriana. O estudo foi realizado em duas
unidades de produgdo protegida de tomate em Vassouras-RJ, uma com alta incidéncia de
murcha e outra sem sintomas. Foram coletadas cinco amostras de solo rizosférico de cada
unidade de producdo. A presenca de R. solanacearum foi confirmada em plantas sintométicas
através da observacdo de exsudatos bacterianos, formacdo de colOnias tipicas em meio de
Kelman e teste de reinoculagdo em tomateiros suscetiveis. Foi realizada anélise quimica dos
solos, o DNA total foi extraido, e o sequenciamento da regido V3-V4 do gene rrs foi realizado
na plataforma Illumina. As sequencias foram processadas para controle de qualidade, remog¢ao
de quimeras e anotacdo taxondmica. Foram calculadas métricas de alfa e beta diversidade,
abundancia diferencial (DESeq2) e redes de coocorréncia. As curvas de rarefacdo indicaram
cobertura adequada do sequenciamento. A diversidade alfa foi maior na rizosfera de plantas
com murcha. A andlise de PCoA indicou separagdo significativa entre os solos € maior nimero
de SVAs exclusivos na rizosfera de plantas com murcha, indicando reorganizacdo da
comunidade em resposta a doencga. As familias Bacillaceae, Fictibacillaceae, Nocardiaceae,
Chitinophagaceae e Streptomycetaceae foram mais abundantes na rizosfera de plantas sem
sintomas, possivelmente associadas a supressdo natural, enquanto Pseudomonadaceae,
Microbacteriaceae, Rhizobiaceae e CSP1-4 predominaram na rizosfera de plantas com murcha.
Os teores de nutrientes ndo diferiram entre os solos, exceto o cédlcio, mas as varidveis quimicas
ndo explicaram a variagdo da beta diversidade. As redes de coocorréncia revelaram maior
conectividade e predominio de interagdes negativas na rizosfera de plantas com murcha
bacteriana, com centralidade na familia Beijerinckiaceae, enquanto Mycobacteriales e
Burkholderiaceae foram centrais na rizosfera de plantas sem murcha. Conclui-se que a rizosfera
de plantas com e sem murcha apresentaram composicdo microbiana distinta, com maior
presenca de familias potencialmente benéficas na rizosfera de plantas sem sintomas. O
conhecimento da composi¢do microbiana de solos com e sem sintomas da murcha é
fundamental para identificar tixons com potencial supressivo, e subsidiar estratégias de manejo
baseadas na manipulacdo da microbiota do solo.

Palavras-chave: Ralstonia solanacearum. Solos supressivos. Microbiota rizosférica.
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3.2 ABSTRACT

Bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, is one of the most destructive soilborne
diseases affecting tomato, capable of rapidly killing plants and causing severe economic losses.
Its management is challenging, as no registered chemical control exists, and the available
measures are predominantly preventive. In some soils, known as suppressive soils, the disease
does not establish or occurs at low severity, even in the presence of the pathogen and a
susceptible host. This suppressiveness may be associated with the soil microbiota, which can
naturally inhibit phytopathogens through mechanisms such as the production of antimicrobial
compounds, competition for nutrients, and induction of plant resistance. The objective of this
chapter was to evaluate the composition of the bacterial community in the rhizosphere of tomato
plants with and without bacterial wilt. The study was conducted in two protected tomato
production units in Vassouras, Rio de Janeiro, Brazil—one with a high incidence of wilt and
another without symptoms. Five rhizosphere soil samples were collected from each production
unit. The presence of R. solanacearum was confirmed in symptomatic plants through the
observation of bacterial exudates, formation of typical colonies on Kelman medium, and
reinoculation tests in susceptible tomato plants. Soil chemical analyses were performed, total
DNA was extracted, and sequencing of the V3—V4 region of the rrs gene was carried out using
the Illumina platform. Sequences were processed for quality control, chimera removal, and
taxonomic annotation. Alpha and beta diversity metrics, differential abundance (DESeq2), and
co-occurrence networks were calculated. Rarefaction curves indicated adequate sequencing
coverage. Alpha diversity was higher in the rhizosphere of wilted plants. Principal Coordinates
Analysis (PCoA) revealed significant separation between soils and a greater number of unique
ASVs in the rhizosphere of wilted plants, indicating community reorganization in response to
the disease. Families such as Bacillaceae, Fictibacillaceae, Nocardiaceae, Chitinophagaceae,
and Streptomycetaceae were more abundant in the rhizosphere of asymptomatic plants,
possibly associated with natural suppression, whereas Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae,
Rhizobiaceae, and CSP1-4 predominated in the rhizosphere of wilted plants. Nutrient contents
did not differ between soils, except for calcium, and chemical variables did not explain beta
diversity variation. Co-occurrence networks revealed higher connectivity and a predominance
of negative interactions in the rhizosphere of plants with bacterial wilt, with centrality of
Beijerinckiaceae, while Mycobacteriales and Burkholderiaceae were central in the rhizosphere
of asymptomatic plants. In conclusion, the rhizosphere of plants with and without wilt exhibited
distinct microbial compositions, with a higher presence of potentially beneficial families in the
rhizosphere of asymptomatic plants. Knowledge of the microbial composition in soils with and
without wilt symptoms is essential for identifying taxa with suppressive potential and for
supporting management strategies based on soil microbiota manipulation.

Key words: Ralstonia solanacearum. Suppressive soils. Rhizosphere microbiota.
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3.3 INTRODUCAO

A murcha bacteriana é uma das mais destrutivas doencas de solo que afetam o cultivo
de tomate (LOPES et al., 2022). E causada pelo patégeno Ralstonia solanacearum, bactéria
gram-negativa que possui flagelos, e elevada capacidade de sobrevivéncia no solo. A infec¢ao
provoca o bloqueio dos vasos do xilema das plantas, e a severidade dos sintomas varia de acordo
com a viruléncia da cepa, a tolerancia da planta hospedeira e as condi¢des climéticas. O ataque
pelo fitopatégeno resulta na murcha e colapso dos tecidos, podendo levar a morte das plantas
em poucos dias. Em dreas acometidas por este patégeno, ha grandes perdas na produgdo, pois
as plantas doentes, quando nao morrem, apresentam redugdo significativa de produtividade.
Como consequéncia, os produtores sofrem grandes perdas econdomicas (ALBUQUERQUE et
al., 2021).

O manejo da doenca € algo complexo, pois ndo existe tratamento de remediacdo eficaz
para o patogeno. Recomenda-se a adog¢dao do manejo integrado, com foco em préticas
preventivas, como evitar dreas com histérico de murcha, utilizar variedades tolerantes, realizar
desinfeccdo de instrumentos € maquindrios, evitar o plantio em épocas quentes e chuvosas e
utilizar agentes bioldgicos no controle (LOPES et al, 2014). Vale ressaltar que nao ha controle
quimico registrado para o fitopatégeno. Dessa forma, o emprego do controle bioldgico
associado as demais técnicas de manejo integrado, apresenta-se como uma alternativa
promissora (BRASIL, 2025).

Solos supressivos sdo solos nos quais a incidéncia ou a severidade de doencas
permanecem baixas, apesar da presenca de um determinado patégeno, sua planta hospedeira
suscetivel e condicdes ambientais favordveis para o desenvolvimento de doencas (BAKER;
COOK, 1974). Neste contexto, existem solos em que a presenca e ou atividade deste e de outros
fitopatogenos € naturalmente limitada pela biota do solo. Esses solos, possuem uma
comunidade microbiana diversa e equilibrada, que pode promover a inibi¢do de fitopatégenos
e ou seus efeitos (WELLER et al. 2002). Diversos mecanismos podem promover a inibi¢ao
desses fitopatdgenos, como a producdo de compostos antimicrobianos, a competicio por
nutrientes e a inducgao de resisténcia nas plantas hospedeiras (BETTIOL et al, 2005).

Com base nas informacdes apresentadas, nota-se a importancia de identificar tdxons
microbianos que possam estar envolvidos na supressao da doenca, sendo um passo inicial o
conhecimento da composicao microbiana de solos onde as plantas ndo apresentaram sintomas
de murcha bacteriana, em comparacdo com solos onde a doenga esteve presente. Isso pode, a
longo prazo, fornecer subsidios para a manipula¢do da comunidade microbiana com o objetivo
de suprimir a doenca de forma ecoldgica e eficiente. Com base nisso, foi utilizado o
sequenciamento parcial do gene rrs, que codifica o 16S rRNA, para avaliar as diferencas na
comunidade bacteriana em solos rizosféricos de plantas de tomate com e sem murcha
bacteriana.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Caracterizacao da Area de Estudo

Duas unidades de producao protegida de tomate foram selecionadas para este estudo.
Ambas estdo localizadas na cidade de Vassouras, no estado do Rio de Janeiro, em uma altitude
de 460 metros acima do nivel do mar, no Vale do Paraiba (Figura 1). Suas coordenadas
geogréficas sdo aproximadamente latitude 22° 22’ 4,65” S e longitude 43° 30" 52,05" W.
Segundo o modelo de Koppen o clima da regido € classificado como Cfa, tropical dmido, com
temperatura média anual de 21 °C e pluviosidade média anual de 1594 mm (CLIMADATA,
2024). O solo desta drea foi classificado originalmente como Argissolo Vermelho — Amarelo
Eutréfico (CARVALHO FILHO et al., 2024).

Lengenda: Sistema de Referéncia de
coordenadas:
st WGS-84 Zona 23S
@ Estufa2

@ Vassouras, RJ
4844225.000W  4844040.000W  4843855.000W

48\)0000.000\(/ 460/0600.ooow

S000°0§8555C S000°G89585C S000°0255552

$S000°0000552

7 >

4875000.000W 4800000.000W 4844225.000W 4844040.000W 4843855.000W

Figura 1. Mapa georreferenciado do municipio de Vassouras, no estado do Rio de Janeiro, com
destaque para a localizacdo exata da Unidade de Produgdo Protegida de tomate 1
(Amarelo) e 2 (Azul) onde foram coletadas as amostras de solo utilizadas neste estudo.

Cada uma das unidades abrange uma drea de 1536 m2, comportando um total de 3500
plantas de tomate. O sistema de irrigacdo adotado é de fertirrigacdo, utilizando adubos
formulados NPK 30-15-30 ao longo de todo o ciclo da cultura. O controle de plantas daninhas
¢ realizado de maneira mecanica, enquanto o controle de pragas e doengas é conduzido por
meio de métodos quimicos. Antes do plantio, ambas as unidades passaram por uma correcio de
solo, utilizando 1040 kg/ha de calcério. A unidade de produgdo 1, estava no primeiro ciclo de
plantio, as plantas estavam com 64 dias de transplantadas, e ndo apresentaram sintomas visiveis
de murcha bacteriana por todo o ciclo. Por outro lado, a unidade de produgdo 2, estava no
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segundo ciclo de plantio, as plantas estavam com 110 dias de transplantadas, aproximadamente
70% delas apresentavam sintomas de murcha bacteriana ou ja estavam mortas devido a essa
enfermidade, e havia alta infestacdo com plantas espontineas (Figura 2). O sistema de plantio
empregado em ambas as estufas constituiu do uso de mudas enxertadas, empregando o porta
enxerto “Shincheonggang” e a parte aérea da cultivar “Vero HS” (Horticeres®).

Figura 2. Area de coleta das amostras de solos. (A) Unidade de producdo protegida 1, com
plantas de tomateiro, sem sintomas de murcha bacteriana; (B) Unidade de producdo
protegida 2, com plantas apresentando sintomas caracteristicos de murcha bacteriana,
causada por Ralstonia solanacearum. Fonte: Acervo pessoal.

3.4.2 Amostragem do Solo

As coletas de solo foram realizadas em 22 de janeiro de 2024. Em cada unidade de
producdo, a drea foi dividida em cinco blocos (Figura 3) e, em cada bloco, coletou-se solo
rizosférico de trés plantas, que foi homogeneizado para formar uma amostra composta,
totalizando cinco amostras compostas por unidade. Na unidade de producdo 1, as coletas foram
feitas de plantas sem sintomas de murcha bacteriana, enquanto, na unidade de produgdo 2,
foram priorizadas plantas que apresentavam mais de 75% de sintomas da murcha bacteriana,
avaliados visualmente com base na escala de severidade adaptada de Winstead & Kelman
(1952). Os sintomas considerados incluiram murcha parcial ou total da parte aérea,
amarelecimento foliar, escurecimento vascular e, em casos avancados, necrose generalizada. A
porcentagem de severidade foi estimada considerando a propor¢do da copa afetada em relacdo
ao total da planta. Segundo a escala de severidade de Winstead & Kelman (1952), plantas sdao
classificadas como sadias (0%), com sintomas leves (até 25% da copa afetada, murcha restrita
a poucas folhas basais), moderados (26-50% da copa afetada), severos (51-75% da copa
afetada) ou extremamente severos (>75% da copa afetada, geralmente com colapso quase total
da parte aérea).

A coleta do solo rizosférico foi feita com o auxilio de uma p4, retirando-se por¢des de
raizes com o solo aderido. As amostras foram acondicionadas em sacos, homogeneizadas e
devidamente identificadas. No laboratdrio, as raizes foram separadas e o solo aderido a elas foi
removido manualmente, utilizando luvas e assepsia com élcool 70%, sendo posteriormente
armazenado em microtubos no freezer a -20 °C.

Para confirmacdo do agente causal da murcha das plantas coletadas na unidade de
producdo 2, foi coletada uma planta sintomdtica por bloco, totalizando 5 amostras, as quais
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foram encaminhadas ao Laboratério de Epidemiologia de Sementes da UFRRIJ. O diagnéstico
seguiu as etapas recomendadas por Lopes & Rossato (2013), iniciando pelo teste do copo-
d’4gua, no qual um segmento de aproximadamente 5 cm da base do caule foi parcialmente
submerso em recipiente transparente contendo dgua limpa para observacdo da presenca de
exsudato bacteriano. Em seguida, o exsudato foi cultivado em meio de Kelman e incubado a 28
°C por 48 h, para avaliagdo do crescimento de coldnias caracteristicas do patégeno. Por fim, a
confirmacdo da patogenicidade foi realizada por meio de reinoculagdo em tomateiros
suscetiveis, utilizando ferimento do caule com alfinete esterilizado embebido em suspensao
bacteriana, sendo monitorado o desenvolvimento de sintomas tipicos de murcha bacteriana.

Bloco 1 Bloco 4

32m Bloco 3

Bloco 2 Bloco 5

48 m

Figura 3. Croqui das unidades de producdo com suas respectivas dimensdes e a divisdo interna
em blocos utilizada para a coleta de amostras de solo rizosférico.

3.4.3 Caracterizacao Quimica do Solo

Os teores de Ca?*, Mg?* e AI** trocdveis foram determinados ap6s extragdo com solugio
de KCI 1 mol L! e quantificados via titulacdo. Os teores de P disponivel, K™ e Na* trocdveis
foram extraidos com solucao Mehlich-1. O P foi quantificado por colorimetria, e 0 K e o Na,
por fotometria de emissdo de chamas. O carbono organico total foi determinado pelo método
de oxidacdo umida com dicromato de potdssio, seguido de titulacio com sulfato ferroso
amoniacal, segundo Yeomans & Bremner (1988). A acidez total (H*+AI**) foi estimada por
extracdo com solucdo de acetato de cdlcio 0,025 mol L', e pH foi medido em suspensio
solo:dgua. A capacidade de troca catidonica (CTC) foi calculada segundo metodologia descrita
por Embrapa (1997).

3.4.4 Estudo de Diversidade Bacteriana

A extracdo do DNA total dos solos foi realizada com o kit de extracio DNeasy
PowerSoil Kit (QIAGEN, Inc., Netherlands), seguindo o protocolo do fabricante. A integridade
do DNA total foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Para avaliacdo da frag@o bacteriana foi utilizado como alvo, a regido varidvel V3-V4 do
16S rRNA, através dos primers Bakt 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) e Bakt_805R
(GACTACHVGGGTATCTAATCC). O sequenciamento em um sistema paired-end 2x250 na
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plataforma NovaSeq (Illumina, EUA) foram realizados na Novogene Inc.
(www.novogene.com).

Para a andlise de bioinformatica, a aferi¢do inicial da qualidade dos dados sequenciados,
foi utilizado o programa "FastQC" (v.0.11.9; Andrews, 2010). Adicionalmente, as bibliotecas
foram submetidas as funcgdes "fastx_info" e "fastq_eestats2", do programa "USEARCH"
(v.11.0.667; Edgar, 2010), onde foi constatada a distribuicdo de qualidades, tamanhos de
sequéncia e erros esperados. Neste mesmo programa, foi utilizado a fungdo "search_oligodb",
fornecendo como parametros as sequéncias do par de primers utilizado no sequenciamento de
modo a detectar a presenga e posi¢ao desses nas leituras. Em seguida, foi realizado a remog¢ao
dos primers com o programa "Atropos" (v.1.1.31; Didion et al., 2017), filtrando sequencias
cujos primers nao estavam presentes ("--discard-untrimmed"). A porc¢ao final das sequéncias
foram podadas de modo a assegurar uma melhor qualidade. Para isso, foi utilizado o programa
"Fastp" (v.0.23.2; Chen et al., 2018) de modo a remover até 20 ("--max_lenl 230") e 30 ("--
max_len2 220") bases finais de baixa qualidade das bibliotecas forward e reverse,
respectivamente. Além disso, leituras completas cuja média total do Phred Score (Q) fosse
inferior a Q20 foram removidas ("--average_qual 20"). Por fim, os pares de bibliotecas foram
fundidas por sobreposicao, através do programa "Flash" (v.1.2.11; Magoc & Salzberg, 2011),
aceitando uma sobreposicao minima de 10 bases ("--min-overlap 10").

As leituras fundidas com tamanhos entre 390 e 430 bases foram submetidas ao pipeline
"DADA2" (Callahan et al., 2016). Para isso, foi utilizado o pacote "dada2" (v.1.22.0) do
programa estatistico "R" (v.4.1.2; R Core Team, 2021). Inicialmente, as leituras foram filtradas
pela funcdo "filterAndTrim", considerando um erro esperados de 4 ("maxEE =4"). Em seguida,
a probabilidades de erros foi estimada em bases ("learnErrors") e, entdo, corrigida as sequéncias
com base no modelo obtido ("dada"). Dessa forma, foram designadas as Sequéncias Variantes
de Amplicons (SV As) presentes em cada amostra, as quais foram investigadas e filtradas quanto
a presenga de possiveis sequéncias quiméricas ("removeBimeraDenovo"). As SVAs foram
anotadas taxonomicamente contra o banco de dados de sequéncias-referéncias SILVA (v.138;
Quast et al., 2012), com suporte adicional dos bancos RDP (v.18; Cole et al. 2013) e GTDB
(v.202; Parks et al. 2022) para deteccdo de contaminantes. Foram filtradas SV As nio-anotadas
como bactérias ou arqueias, bem como aquelas cuja anotagdo remetia a cloroplastos ou
mitocOndrias. Além disso, SVAs prevalentes em apenas uma unica réplica, foram
desconsideradas.

As contagens e anotacdes taxondmicas das SVAs foram exportadas no formato
"phyloseq" (Pacote R "phyloseq"; v.1.38.0; McMurdie & Holmes, 2013), o qual foi,
posteriormente, transformado em dados composicionais ("method = 'total™) pela fungdo
"phyloseq_standardize_otu_abundance" do pacote R "metagMisc" (v.0.04; Mikryukov, 2019).

Para as andlises descritivas e estatisticas do microbioma, a avaliacdo da efetividade da
amostragem foi inferida pela obtencao das curvas de rarefacdo, pela andlise "amp_rarecurve"
do pacote R "ampvis2" (v.2.7.17; Andersen et al., 2018). A avaliacdo dos tdxons
diferencialmente abundantes permite identificar aqueles cuja presenca for significativamente
superior em um tratamento quando comparado com os demais. Para isso, foi utilizado a
abordagem do "DESeq2" (pacote R v.1.34.0; Love et al., 2014), a qual compara as médias com
base em um modelo binomial-negativo, por meio do teste Wald (p-valor ajustado < 0.05). As
representacdes graficas das andlises supracitadas foram feitas no "R", por meio do pacote
"ggplot2" (v.3.3.6; Kassambara, 2017).

As correlagdes entre as propriedades do solo com a microbiota, foram obtidas levando
em consideracdo os niveis taxondmicos de Filo e Familia. Os coeficientes de Pearson foram
calculados entre cada tdxon e propriedade do solo, com a funcdo "corr.test" do pacote R
"psych", e plotadas na forma de um heatmap.
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Para a caracterizacdo da diversidade estruturada da comunidade e das redes de
coocorréncia, a alfa diversidade foi estimada a partir da riqueza observada e de indices de
diversidade (Shannon e Gini-Simpson). As métricas obtidas foram comparadas estatisticamente
por meio do teste de Wilcoxon rank-sum para comparar dois grupos. Adicionalmente, esse
mesmo teste foi aplicado para avaliar diferencas na abundancia do género Ralstonia dentro da
familia Burkholderiaceae. A beta diversidade foi analisada pelo cdlculo das dissimilaridades de
Bray-Curtis, seguido de PERMANOVA para verificar diferengas entre tratamentos (p-valor <
0,1) e andlise post-hoc para identificar quais tratamentos divergiram entre si (p-valor < 0,1).
Para reduzir a dimensionalidade das distancias, utilizou-se a Andlise de Coordenadas Principais
(PCoA), cujos eixos foram empregados na constru¢do de graficos. Além disso, em relacdo a
diversidade, foram construidos diagramas de Venn e realizada andlise Candnica de
Coordenadas Principais (CAP), complementando a avaliacdo. Por fim, as caracteristicas
estruturais das comunidades microbianas foram exploradas por meio de redes de coocorréncia.
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3.5 RESULTADOS

Os sintomas de murcha observados nas plantas sintomdticas foram associados a
presenca de Ralstonia solanacearum. A confirmacido da presenca da bactéria ocorreu pela
observacao da presenga de exsudato bacteriano no teste do copo-d’agua, pelo desenvolvimento
de coldnias tipicas do patégeno em meio de Kelman e pela manifestacio de sintomas
caracteristicos de murcha bacteriana em tomateiros reinoculados com as cepas isoladas.

O calcio foi o unico elemento que apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre os solos rizosféricos, com maior concentracdo na rizosfera de plantas sem sintomas de
murcha bacteriana (5,49 cmolc/dm?3) em relacdo as com sintomas (4,51 cmolc/dm3).

Tabela 1. Tabela de atributos quimicos da rizosfera de plantas com e sem sintomas de murcha

bacteriana
Rizosfera Na Ca?*  Mg* K* H+AP* S T pH P vV MO
H:0
. -3. . -3
cmol,-dm3; (1:2.5) mg-dm %
S* 0456a 53a 0,8a 0,068a 1,0a 6,6a 76a 67a 1232a 86a 1,1a
D 0,304a 4,94b 0,76 a 0,062 a 1,1a 6,la 72a 64a 134 a 85a 14a

S*= Rizosfera de plantas sem sintomas de murcha bacterina; D = Rizosfera de plantas com sintomas de murcha
bacterina; S = Soma de bases trocdveis; T = Capacidade de troca de cétions; V = Saturag@o por bases; MO =
Matéria organica. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Os valores
representam a média de trés repeti¢des.

Em relacdo a andlise de componentes principais, os dois primeiros eixos da andlise
explicaram 17,9% (CAP1) e 10,9% (CAP2) da variagdo total. No entanto, os resultados do teste
de permutacdo (ANOVA) aplicado a matriz de distancias indicaram que a separacdo entre os
grupos nao foi estatisticamente significativa (F = 0,69; p = 0,91) (Figura 4).

CAP
[ANOVA] F: 0.69; p-value: 0.91
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Figura 4. Anélise Canonica de Coordenadas Principais (CAP) baseada em varidveis quimicas
da rizosfera de plantas com (disease, Azul) e sem (healthy, Verde) sintomas de murcha
bacteriana.

As curvas de rarefagdo (Figura 5) indicaram que as profundidades de sequenciamento
foram suficientes para a andlises subsequentes. Houve diferencas significativas na diversidade
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alfa entre os solos rizosféricos das plantas de tomateiro com e sem murcha bacteriana (Figura
6). Os indices de riqueza, Shannon e Gini-Simpson apresentaram valores significativamente
maiores nas rizosferas de plantas que apresentavam a doenga, indicando uma maior diversidade
microbiana nesses ambientes.

Disease Healthy
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1000

500 4

Number of observed ASVs
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0’k 5(’)k 10'0k 15’0k 0'k 5(')k ‘lO’Ok
Sequencing depth (reads)
Figura 5. Curvas de rarefacdo mostrando o nimero de SVAs observados em funcdo da
profundidade de sequenciamento (nimero de leituras) da rizosfera de plantas com

(disease) e sem (healthy) sintomas de murcha bacteriana.
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Figura 6. Comparacio dos indices de diversidade alfa da comunidade bacteriana na rizosfera
de tomateiros com (disease) e sem (healthy) sintomas de murcha bacteriana. As caixas
representam o intervalo interquartil, as linhas horizontais os valores medianos e os
pontos os valores individuais por amostra. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Wilcoxon rank-sum
para comparar dois grupos.

Observou-se uma separacao entre as comunidades bacterianas da rizosfera de tomateiros
com e sem murcha bacteriana na Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), baseada na
distancia de Bray-Curtis (Figura 7). Os eixos PCoAl, PCoA2 e PCoA3 explicaram,
respectivamente, 37,9%, 16,57% e 12,2% da variag@o nos dados, totalizando aproximadamente
66,7% da variabilidade. A separa¢do mais evidente foi observada ao longo do eixo PCoAl
(Figura 8). A andlise estatistica PERMANOVA indicou diferenca significativa entre os grupos
avaliados, com valor de F = 4,369, R?2 = 0,353 e p = 0,011, confirmando diferenca na
composi¢do das comunidades bacterianas entre a rizosfera de plantas afetadas pela murcha
bacteriana e os sem sintomas.
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8).

Foram identificados um total de 6352 Amplicon Sequence Variant (SVAs). O nimero
de SVAs compartilhada entre a rizosfera de plantas com e sem sintomas de murcha foi de 3229.
A rizosfera de plantas com sintomas exibiu 2052 e a sem sintomas 1071 SV As unicas (Figura

Bray-Curtis
[PERMANOVA] R: 0.353; p-value: 0.008
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Figura 7. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na distdncia de Bray-Curtis,
representando a dissimilaridade na composicdo da comunidade bacteriana entre a
rizosfera de tomateiros com (disease) e sem (healthy) sintomas de murcha bacteriana.

Disease

Healthy

Figura 8. Diagrama de Venn representando o niimero de Amplicon Sequence Variants (SVAs)
compartilhadas e tnicas entre a rizosfera de plantas de tomateiro com e sem sintomas

de murcha bacteriana.

Em relagdo a abundancia de bactérias nos solos, observou-se predominancia de familias
pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteriota e Firmicutes, no entanto, a propor¢ao
relativa e a abundancia diferencial dessas familias variaram entre os solos (Figura 9A e 9B). A
analise de abundincia relativa indicou maior abundincia das familias Bacillaceae G, DSM-
18226 e Nocardiaceae na rizosfera de plantas sem murcha (Figura 9A). Esses dados foram
corroborados pela andlise estatistica de abundancia diferencial, que revelou que 13 familias
apresentaram diferencas significativas (ajuste de p < 0,05) entre os solos (Figura 9 B).
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Houve maior abundancia diferencial das familias Fictibacillaceae, DSM-1321, DSM-
18226, Bacillaceae G, Nocardiaceae, Chitinophagaceae, Burkholderiaceae,
Dermatophilaceae, Xanthomonadaceae, Streptomycetaceae, Micromonosporaceae €
Galellaceae na rizosfera de plantas sem murcha. Ja as familias mais abundantes associadas a
rizosfera de plantas com murcha bacteriana, incluiram Rhizobiaceae, CSPI1-4,
Microbacteriaceae € Pseudomonadaceae (Figura 9 B).
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Figura 9. (A) Abundancia relativa e (B) anélise de abundancia diferencial (Log2 Fold Change)
das familias bacterianas nn rizosfera de plantas com (disease) e sem (healthy) sintomas
de murcha bacteriana.

Dentro da familia Burkholderiaceae, a abundancia relativa mostrou que, nos solos
rizosféricos de plantas sem murcha, os géneros mais representativos foram Ramlibacter,
Massilia, Mitsuaria, Noviherbaspirillum e Acidovorax. Ja nos solos de plantas com murcha,
destacaram-se Rhizobacter, Ralstonia, Ramlibacter e Massilia. O género Ralstonia,
reconhecido como agente causal da murcha bacteriana, esteve presente na rizosfera de plantas
com e sem sintomas da doenga, porém com abundancia relativa significativamente maior nos
solos com plantas doentes (Figura 10).

A rede de coocorréncia da rizosfera de plantas com murcha bacteriana apresentou 178
nés e 1330 conexdes (arestas), enquanto a rede da rizosfera de plantas sem murcha
apresentaram 164 nds e 1040 conexdes. A maior conectividade da rizosfera de plantas com
murcha foi acompanhada de um maior nimero de arestas negativas (216 vs. 156) (Figura 8).
Os SVAs com maior centralidade na rizosfera de plantas com murcha bacteriana pertencem a
familia Beijerinckiaceae (Rhizobiales), e na rizosfera de plantas sem murcha, a uma familia ndo
identificada pertencente a ordem Mycobacteriales. O ASV com maior grau na rede de plantas
com murcha bacteriana foi da familia DSM-18226 (30 conexdes), enquanto a familia
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Burkholderiaceae (22 conexdes) liderou na rede de plantas sem a presenca da doenga. Além
disso, a rede da rizosfera de plantas sem murcha apresentou mais pontos de articulagdo (6 vs.
2), sugerindo maior fragilidade estrutural em caso de perda de nds centrais. Em ambas as redes,
os filos Proteobacteria, Actinobacteriota e Firmicutes formaram a maior parte dos nds e das
interagdes. A visualizacdo grifica mostra redes altamente integradas, com predominéncia de
interacdes positivas (linhas azuis), mas com destaque para zonas locais de maior competi¢ao

(linhas vermelhas) na rizosfera de plantas com murcha.
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Figura 10. Abundancia relativa dos géneros pertencentes a familia Burkholderiaceae na
rizosfera de plantas de tomateiro com (disease) e sem (healthy) sintomas de murcha

bacteriana.
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Figura 11. Redes de coocorréncia microbiana da rizosfera de plantas com (disease) e sem
(healthy) sintomas de murcha bacteriana. Cada né representa um ASV, colorido de
acordo com o filo taxondmico. As conexdes indicam interacdes entre 0s
microrganismos, sendo linhas vermelhas representando correlacdes negativas e linhas
azuis correlagdes positivas.
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3.6 DISCUSSAO

No presente estudo, a rizosfera de plantas com murcha bacteriana apresentou maiores
quantidade de SVAs unicas e maiores valores significativos de diversidade alfa (Figura 6,
Figura7) em relacdo a rizosfera de plantas sem sintomas de murcha bacterina. Esses resultados
contrastam com estudos anteriores que relatam reducdo da diversidade microbiana em solos
que apresentavam plantas doentes, como discutido por Jiang et al. (2023) em arroz e Cai et al.
(2021) em tabaco. Por outro lado, Yang e colaboradores (2017) avaliaram a comunidade
bacterina em solos com plantio de tabaco em 15 localidades. Tais plantagdes apresentavam
diferentes niveis de doenga da murcha. Os autores concluiram que solos supressivos de doengas
sdo caracterizados pela presenca de microrganismos benéficos e redes ecolégicas complexas,
embora o indice de diversidade de Shannon ndo tenha apresentado correlacio negativa
significativa com a taxa de infeccao (Pearson = -0,485; p = 0,067). Além disso, os indices de
diversidade de Simpson e de equitabilidade de Pielou também nao diferiram entre os locais,
sugerindo niveis similares de diversidade em solos com plantas com e sem infec¢do. A
divergéncia entre os achados na literatura reforca a necessidade de estudos nessa drea, a fim de
se obter maior compreensdo sobre os determinantes ecoldgicos da supressividade do solo e
sobre como, por meio do conhecimento ecoldgico, manejar essas doencas.

Os maiores indices de diversidade associados rizosfera de plantas doentes, encontrado
em nosso trabalho, pode ter sido influenciado por diversos fatores agroecoldgicos. Um deles, é
o tempo de cultivo das plantas. As plantas da unidade de produgdo com a presenca da doenca
estavam com 110 dias de desenvolvimento, enquanto as da unidade que ndo apresentavam
sintomas de murcha tinham 64 dias. Vale ressaltar que as plantas sem murcha permaneceram
sem sintomas durante todo o ciclo da cultura. Estudos mostram que a microbiota do solo e da
rizosfera se torna mais complexa e estavel ao longo do ciclo da planta (Yang et al, 2024). Logo,
€ possivel que a maior diversidade e estabilidade bacteriana na rizosfera de plantas com murcha
esteja atrelada ao maior tempo de cultivo das plantas. Além disso, a quantidade e o perfil
quimico dos exsudatos radiculares variam conforme o estdgio de desenvolvimento da planta.
Plantas mais maduras tendem a liberar uma maior diversidade de compostos, como
aminodcidos e metabdlitos secunddrios (ROBERT et al., 2025), o que pode modular
significativamente a composi¢do e a complexidade do microbioma do solo ao seu redor. Em
concordancia, Kinkel et al. (2011) relataram que a mudanga evolutiva e a coevoluciao dentro
das comunidades microbianas do solo ocorrem em prazos curtos € em resposta a praticas de
manejo, com mudancas na abundancia microbiana evidentes em questdo de semana.

Outro fator relevante foi a presenca de plantas espontineas no solo com murcha
bacteriana. Essas espécies, por apresentarem sistemas radiculares ativos, liberam compostos
que estimulam a atividade microbiana e promovem a formacdo de redes mais complexas na
rizosfera, aumentando a disponibilidade de nutrientes e favorecendo a diversidade do solo
(Wang et al.,, 2022). Contudo, neste trabalho nido observamos diferencas nos teores de
nutrientes entre os solos na presenga e na auséncia da doenga, com excecao de cdlcio. Além
disso, a anédlise candnica de coordenadas principais (Figura 5) ndo foram significativas, o que
indica que as varidveis quimicas ndo explicam a variacdo observada na beta diversidade
microbiana. Logo, outras caracteristicas, como por exemplo as intera¢des bioldgicas, podem ter
um papel relevante na estruturagdo da comunidade bacteriana. Segundo Torres et al. (2021), a
presenca de plantas daninhas influencia significativamente a diversidade bacteriana do solo,
promovendo seu aumento, especialmente quando se trata de espécies herbdceas que produzem
compostos alelopaticos.

Na rizosfera de plantas com sintomas da murcha, observou-se maior abundancia relativa
de algumas familias bacterianas, como Pseudomonadaceae € Microbacteriaceae (Figura 9 B),
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conhecidas por sua rdpida resposta a distirbios e capacidade de coloniza¢do oportunista
(STOREY et al., 2018). Essas familias incluem microrganismos com potencial antagonista, mas
também espécies capazes de explorar nutrientes € compostos organicos liberados por tecidos
vegetais lesionados, proliferando em ambientes com maior disponibilidade de necromassa e
exsudatos provenientes da degradagdo celular. (TSUKAMOTO et al., 2001). Contudo, Liang
et al. (2024) observaram que quando as plantas de tabaco foram infectadas pela murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum), elas ndo permanecem passivas diante da doencga, ao
contrério, respondem ao estresse bidtico por meio do recrutamento e enriquecimento de
microrganismos com capacidade de suprimir o patégeno, como representantes do género
Pseudomonas. Nesse contexto, o aumento da abundancia relativa da familia
Pseudomonadaceae observado neste estudo pode refletir uma resposta da planta visando limitar
a progressao da infeccdo.

A rizosfera de plantas sem murcha bacteriana apresentaram maior proporcao de SVAs
associadas a familias microbianas frequentemente relacionadas a estabilidade ecoldgica e a
supressdo natural de fitopatégenos (Figura 9 B). Membros da Streptomycetaceae sio
amplamente reconhecidos pela produc¢do de compostos antimicrobianos e pela atuagdo na
decomposicdo da matéria organica, contribuindo para o equilibrio da rizosfera (SIGLE et al.,
2015). Ja representantes das familias Bacillaceae e Fictibacillaceae, como Bacillus spp.,
destacam-se pela capacidade de sintetizar antibidticos e enzimas liticas, além de induzirem
resisténcia sisttmica em plantas (KLOEPPER et al., 2004). Outras familias, como
Chitinophagaceae, englobam microrganismos envolvidos na degradacdo de polimeros naturais
e na ciclagem de nutrientes, fortalecendo a funcionalidade e a resiliéncia da microbiota do solo
(DE MENEZES et al., 2008). Deste modo, a presenga desses microrganismos pode indicar,
nesses solos, uma comunidade microbiana mais estruturada e funcionalmente equilibrada. A
presenca de grupo microbianos benéficos foi sugerido por Yang et al. (2017), como uma
caracteristica de solos supressivos a doenca da murcha bacteriana. Em contraste, a dominancia
de grupos oportunistas na rizosfera de plantas com murcha bacteriana pode sugerir uma perda
de equilibrio e capacidade de manutencao de processos ecoldgicos estivelis.

Apesar da deteccdo de Ralstonia em plantas com sintomas de murcha bacteriana, a
familia (Burkholderiaceae) a qual pertence este género foi mais abundante na rizosfera de
plantas sem sintomas de murcha, conforme a andlise de abundancia diferencial (Figura 9 B).
Porém, ao se analisar a abundancia relativa dos géneros dentro da familia Burkholderiaceae,
(Figura 10) percebesse que o género Ralstonia esteve presente nas duas dreas, contudo, foi
pouco expressivo na rizosfera de plantas sem murcha bacteriana, enquanto na rizosfera de
plantas com murcha este género teve grande expressdo. Estudos anteriores, demonstraram que
hd uma maior abundancia do género Ralstonia na rizosfera de plantas infectadas em
comparacdo com plantas sem infec¢do (Hu et al., 2020; Liang et al., 2024). Isso pode indicar
que, mesmo em solos onde Ralstonia esta presente, a atividade da comunidade microbiana pode
suprimir seu estabelecimento e sua a¢do patogénica.

E importante destacar que em ambas as dreas de cultivo, foi utilizado o porta-enxerto
Shincheonggang, reconhecido no setor agricola como altamente tolerante a Ralstonia.
Entretanto, estudos mostram que essa tolerancia € relativa. Monteiro et al. (2020), ao avaliarem
o desempenho de diferentes porta-enxertos em area altamente infestada por R. solanacearum,
observaram que, embora o Shincheonggang tenha apresentado maior produtividade em
comparacdo com plantas ndo enxertadas, aproximadamente 36% das plantas enxertadas com
esse porta-enxerto morreram devido a doenga ao final do ciclo. Além disso, mesmo plantas
assintomdticas foram confirmadas como infectadas pelo patégeno. Esses resultados indicam
que a tolerancia conferida pelo porta-enxerto pode ser comprometida em condi¢des de alta
densidade de in6culo, como observado nesta drea de alta infesta¢do. Essa condi¢do é compativel
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com os nossos achados, em que as plantas com sintomas de murcha bacteriana apresentaram
maior abundancia relativa do género Ralstonia.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) mostrou uma separacdo clara entre as
comunidades bacterianas das rizosferas das plantas com e sem murcha bacteriana, sugerindo
que a presenca da doenca estd associada a reorganizacdo da estrutura microbiana. Esse padrdo
foi confirmado por diferengas significativas na beta diversidade, indicando alteracdes no
conjunto de SVAs que compdem cada comunidade. Resultados semelhantes foram descritos
por Xiao et al. (2024), que observaram uma separacdo entre comunidades de bactérias e
arqueias da rizosfera de plantas infectadas por Ralstonia solanacearum e plantas saudaveis,
evidenciando mudangas estruturais relevantes causadas pela infeccdo. Zhang et al. (2020)
também relataram que amostras de solos de plantas com e sem murcha bacteriana apresentaram
diferencas significativas na composi¢ao bacteriana.

Os resultados da andlise de redes ecoldgicas indicaram que a rizosfera de plantas com a
doencga apresentou uma comunidade microbiana mais interligada, com maior potencial para
interacdes ecoldgicas, tanto cooperativas quanto competitivas. Faust & Raes (2012) destacam
que, em ambientes com estresse bidtico, como infec¢des por patdgenos, podem ocorrer aumento
nas interagcdes entre microrganismos, sejam elas de cooperacdo ou competi¢ao. Hu et al. (2020),
ao estudarem a comunidade bacteriana em tecidos endofiticos e no solo rizosférico de plantas
infectadas pela murcha bacteriana, observaram uma topologia mais modular, maior
complexidade na rede e um ndmero superior de interagcdes em comparagdo com plantas
saudaveis.

Além disso, a andlise de redes demonstrou que uma das familias centrais na rizosfera de
plantas sem murcha bacteriana foi a familia Burkholderiaceae. Como relatado anteriormente,
esta familia engloba o género Ralstonia e diversos outros. Alguns dos géneros mais abundantes
que foram encontrados dessa familia estdo relatados em atividades de promog¢ao da saide do
solo, estabilidade microbiana e até controle bioldgico. Por exemplo, Ramlibacter tem sido
associado a degradacdo de compostos organicos complexos, como contaminantes antibioticos,
e a melhoria da resisténcia das plantas frente a estresses bidticos (DE LUCA et al. 2011;
RAUSEO et al. 2019; ZHANG et al. 2022). O género Mitsuaria ja foi descrito como agente
eficiente de controle biologico contra a murcha bacteriana (MARIAN et al., 2018). Esses
achados reforcam que, mesmo o patégenos Ralstonia pertencendo a familia Burkholderiaceae,
a comunidade microbiana da familia contém membros com funcdes benéficas para a
manutencao de um solo saudavel e equilibrado.

Neste estudo, a maior diversidade e as redes microbianas mais complexas observadas
na rizosfera de plantas com sintomas de murcha bacterina podem representar uma resposta das
plantas a infecc@o, ao longo do ciclo produtivo. Outra possibilidade é que a comunidade
microbiana, mais antiga devido ao maior tempo de cultivo, tenha se tornado mais diversa e
complexa como resultado da adaptacao ao estresse bidtico. Além disso, a presencga de plantas
daninhas pode ter contribuido para altera¢des na microbiota do solo, por meio da liberagdo de
exsudatos e da atuacdo das raizes sobre a estrutura do solo. Para uma compreensao mais precisa
das diferencas entre solos supressivos e condutivos neste ambiente, sdo necessarios estudos
conduzidos em condi¢des controladas e com o mesmo tempo de cultivo. Nossos achados
indicam o género associado ao patdgeno esteve presente na rizosfera das plantas com e sem
sintomas, porém em maior abundancia nas plantas com sintomas. Assim, a supressao da doenga
pode decorrer da agdo da comunidade microbiana, que mantém o patdgeno presente, mas
impede proliferacao e atuacao sobre a planta. Esse processo pode estar associado a presencga de
microrganismos benéficos nos solos supressivos. De fato, observamos que tanto os solos
supressivos quanto os condutivos apresentaram SV As tunicas (Figura 6), o que pode indicar
funcdo especificas decorrente destes tdxons nestes solos.

26



Considerando a inexisténcia de métodos quimicos registrados para o controle de
Ralstonia solanacearum, este estudo apresenta relevancia significativa ao caracterizar a
composi¢ao microbiana da rizosfera de plantas com e sem sintomas de murcha bacteriana. A
identificacdo de tdxons especificos associados a cada condi¢do fornece bases para elucidar os
mecanismos ecoldgicos que contribuem para a supressao natural da doenca. Esse conhecimento
pode subsidiar o desenvolvimento de estratégias de manejo baseadas na modulacio da
microbiota rizosférica, visando reduzir a incidéncia do patégeno de forma sustentdvel. Além
disso, a compreensdao das interagdes microbianas e da funcionalidade de grupos-chave
identificados neste trabalho abre perspectivas para a prospec¢do de microrganismos com
potencial para formulacdo de bioinsumos, contribuindo para solugdes mais eficientes e
ambientalmente seguras no controle da murcha bacteriana.
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3.7 CONCLUSOES

A rizosfera de plantas com sintomas de murcha bacteriana apresentou maior diversidade
microbiana e redes ecoldgicas mais complexas quando comparada a rizosfera de plantas
sauddveis. Essa maior diversidade, em contraste com parte da literatura, pode estar relacionada
ao maior tempo de cultivo, a presenca de plantas daninhas e a resposta adaptativa da
comunidade microbiana ao estresse causado pela infecc¢ao.

A presenga de Ralstonia foi detectada em ambas as condi¢cdes, mas em maior
abundancia na rizosfera de plantas com sintomas, sugerindo que o patégeno pode estar presente
no solo mesmo sem causar doenga aparente. A presenca de tixons com funcdes benéficas, como
membros das familias Streptomycetaceae, Bacillaceae, Fictibacillaceae e Burkholderiaceae, na
rizosfera de plantas sauddveis pode ser um dos fatores que contribuem para a supressdo da
murcha bacteriana, mesmo diante da presenca de Ralstonia.
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4. CAPITULO II

BIOPROSPECCAO DE Pseudomonas PARA O BIOCONTROLE DE
Fusarium E PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE VEGETAL
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4.1. RESUMO

A murcha causada por Fusarium oxysporum é uma das principais doengas de solo que afetam
o cultivo de hortalicas, como o tomateiro, sendo marcada pela persisténcia do patdgeno no
ambiente e pela dificuldade de controle eficaz. O uso continuo de fungicidas tem mostrado
eficacia limitada e traz preocupagdes ambientais. Nesse contexto, microrganismos benéficos do
solo surgem como alternativas sustentdveis para o manejo de doengas e promocdo do
crescimento vegetal. Entre eles, bactérias do género Pseudomonas destacam-se pela capacidade
de colonizar a rizosfera, produzir compostos antimicrobianos e bioestimulantes, além de
disponibilizar nutrientes essenciais as plantas. Este capitulo teve como objetivo caracterizar
filogeneticamente cepas de Pseudomonas previamente isoladas, avaliar seu potencial de
biocontrole contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e seus atributos de promoc¢do de
crescimento vegetal. Foram analisados 22 isolados identificados previamente por MALDI-
TOF-MS e confirmados por sequenciamento do gene rrs. O potencial antagonista foi avaliado
por testes de confronto direto em placa, producdo de compostos volateis e aplicacdo de extratos
bacterianos. Os atributos de promog¢do de crescimento vegetal incluiram solubiliza¢do de
fosfato de célcio e aluminio, e producdo de 4cido indolacético (AIA). As andlises seguiram
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes, sendo os dados submetidos a
ANOVA e agrupados pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). As correlagdes entre pH e
solubilizacdo de fésforo foram avaliadas pelo coeficiente de Pearson, e a concordancia entre
métodos de identificacdo, pelo indice Kappa. O sequenciamento do gene rrs indicou a
predominancia das espécies P. aeruginosa, P. putida e P. plecoglossicida, com 68,18% de
concordancia com o sistema MALDI-TOF-MS. No teste de antagonismo, o isolado SS168 (P.
aeruginosa) apresentou o maior indice de inibi¢do do patégeno (93%), seguido por outros da
mesma espécie. Nos testes com extratos e compostos volateis, os isolados apresentaram baixa
atividade antifiingica. Quanto a promog¢do de crescimento, o isolado VRPAS112 (P. putida)
destacou-se na solubiliza¢do de fosfato de aluminio (1913,5 mg/kg) e producdo de AIA (16,09
pg/mL), enquanto VRPASG64 (P. plecoglossicida) apresentou a maior solubilizaciao de fosfato
de célcio (5225,5 mg/kg). A acidificacdo do meio nao se correlacionou significativamente com
a solubilizacdo de fésforo, sugerindo a atuagdo de outros mecanismos. Deste modo, isolados de
P. aeruginosa apresentam maior potencial de biocontrole, enquanto aqueles do grupo putida se
destacam na promogao de crescimento vegetal. Esses resultados reforcam a importancia do uso
combinado de cepas em bioinoculantes e consdrcios microbianos, recomendando-se testes em
casa de vegetacao e em campo para validagcao destes resultados.

Palavras-chave: Solubilizacio de fésforo. Acido indolacético (AIA). Doengas de solo.
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4.2 ABSTRACT

Wilt caused by Fusarium oxysporum is one of the major soil-borne diseases affecting vegetable
crops, such as tomato, and is characterized by the pathogen's persistence in the environment
and the difficulty of effective control. Continuous use of fungicides has shown limited efficacy
and raises environmental concerns. In this context, beneficial soil microorganisms emerge as
sustainable alternatives for disease management and plant growth promotion. Among them,
bacteria of the genus Pseudomonas stand out for their ability to colonize the rhizosphere,
produce antimicrobial and bio-stimulant compounds, and make essential nutrients available to
plants This chapter aimed to phylogenetically characterize previously isolated Pseudomonas
strains, evaluate their biocontrol potential against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, and
assess their plant growth-promoting traits. Twenty-two isolates, previously identified by
MALDI-TOF-MS and confirmed by rrs gene sequencing, were analyzed. Antagonistic
potential was evaluated through direct confrontation assays on plates, production of volatile
compounds, and application of bacterial extracts. Plant growth-promoting traits included
solubilization of calcium and aluminum phosphate and production of indole-3-acetic acid
(IAA). Analyses followed a completely randomized design with three replicates, and data were
subjected to ANOVA and grouped using the Scott-Knott test (p < 0.05). Correlations between
pH and phosphorus solubilization were assessed using Pearson’s coefficient, and agreement
between identification methods was evaluated with the Kappa index. Sequencing of the rrs gene
indicated the predominance of P. aeruginosa, P. putida, and P. plecoglossicida, with 68.18%
agreement with the MALDI-TOF-MS system. In the antagonism test, isolate SS168 (P.
aeruginosa) exhibited the highest pathogen inhibition index (93%), followed by other isolates
of the same species. In assays with extracts and volatile compounds, the isolates showed low
antifungal activity. Regarding plant growth promotion, isolate VRPAS112 (P. putida) stood out
in aluminum phosphate solubilization (1913.5 mg/kg) and IAA production (16.09 ug/mL),
while VRPAS64 (P. plecoglossicida) showed the highest calcium phosphate solubilization
(5225.5 mg/kg). Medium acidification was not significantly correlated with phosphorus
solubilization, suggesting the involvement of other mechanisms. Therefore, P. aeruginosa
isolates exhibit greater biocontrol potential, while those of the putida group excel in plant
growth promotion. These results highlight the importance of using combined strains in
bioinoculants and microbial consortia, and greenhouse and field tests are recommended to
validate these findings.

Key words: Phosphorus solubilization. Indole-3-acetic acid (IAA). Soil-borne diseases

31



4.3 INTRODUCAO

A murcha causada por Fusarium oxysporum é uma das doencas de solo mais
desafiadoras no contexto agricola. Apresenta ampla distribuicdo, persisténcia no ambiente e
capacidade de causar danos severos as plantas hospedeiras (DESLANDES, 1940; LESLIE &
SUMMERELL, 2006). Esse fungo, pertencente ao filo Ascomycota, coloniza
preferencialmente os vasos do xilema, promovendo obstrucdo do fluxo de seiva, colapso do
sistema vascular e induzindo sintomas como murcha, clorose, necrose e morte da planta
(AGRIQOS, 2005; SINGH; SINGH; UPADHYAY, 2017). Seu ciclo de vida inclui a formagao
de estruturas de resisténcia, como os clamiddsporos, que permitem sua sobrevivéncia por
longos periodos no solo, mesmo na auséncia do hospedeiro, o que o torna um patégeno
altamente persistente no solo ( KUROZAWA & PAVAN, 2005).

O desafio no controle de Fusarium estd relacionada, principalmente, a sua elevada
variabilidade genética e a capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes eddficos. O manejo
convencional, baseado no uso de produtos quimicos, tem se mostrado pouco eficiente e
economicamente invidvel, além de acarretar impactos ambientais e riscos a saide humana
(NOGUEIRA et al., 2014; PARA, 2014). Nesse contexto, o controle biolégico surge como uma
alternativa promissora € ambientalmente sustentdvel. Esta abordagem se baseia no uso de
microrganismos benéficos capazes de inibir patégenos por meio de antibiose, competicao por
nutrientes e espago, parasitismo ou pela ativacio das defesas naturais das plantas (BETTIOL et
al., 1991; AGRIOS, 2005).

Dentre os microrganismos com potencial para o biocontrole, o género Pseudomonas
vem sendo amplamente estudado e reconhecido pela elevada capacidade de colonizagao da
rizosfera e produgcdo de uma ampla gama de metabdlitos bioativos (NANDI et al., 2017;
ZHANG et al., 2020; BIESSY et al., 2021). Algumas cepas desse género podem produzir
sider6foros, lipopeptideos, compostos fendlicos e antibidticos como fenazinas, pirrolnitrina e
2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), que atuam diretamente na inibi¢do do crescimento flingico e
na supressao de doencas do solo (BENITE et al., 2002; BIESSY et al., 2021; ZHANG et al.,
2020).

Além da utilizacdo no bioncontrole, o género Pseudomonas também tem sido estudado
como promissor como promotor de crescimento vegetal. No contexto da promoc¢do de
crescimento vegetal, essas bactérias podem apresentar caracteristicas como a solubilizacao de
nutrientes como, fésforo, potdssio e zinco, producdo de fitormonios como 4cido indol-acético
(AIA), citocininas, giberelinas e 4cido salicilico, além da sintese de enzimas como a ACC
desaminase, que contribui para a redu¢do do etileno em situacdes de estresse (SARAVANAN
et al.,, 2004; ALI;, VENKATESWAR, 2004). Tais atributos bioestimulantes favorecem o
desenvolvimento radicular e a tolerancia a condi¢des adversas, como salinidade e déficit hidrico
(IQBAL; HASNAIN, 2013; GROBKINSKY et al., 2016).

Dessa forma, este capitulo tem como objetivo identificar cepas do género Pseudomonas
previamente isoladas a partir de solos, avaliar seu potencial de biocontrole contra Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici e atributos de promocao de crescimento vegetal.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Origem e Caracterizaciao dos Isolados

Foram utilizados 22 isolados bacterianos previamente identificados pela técnica
protedmica MALDITOF-MS como pertencentes ao género Pseudomonas, depositados no
Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos da UFRRJ (Tabela 1). O exemplar de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (L3304) utilizado neste estudo foi gentilmente fornecido
pelo Laboratério de Epidemiologia de Sementes da UFRRIJ.

Tabela 1. Origem e identifica¢do dos isolados de Pseudomonas

ID Géneros Origem Localizacao

SS 141 Pseudomonas Salinas desativadas Sdo Pedro da Aldeia - RJ

SS 146 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 161 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 164 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 168 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 173 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 174 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 176 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 179 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 197 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ

SS 250 Pseudomonas Mangue Guaratiba - RJ
VRPAS 34 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 54 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 56 Pseudomonas Solo agricola Sao José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 57 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 61 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 64 Pseudomonas Solo agricola Sao José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 77 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 105  Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 109  Pseudomonas Solo agricola Sao José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 112 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ
VRPAS 115 Pseudomonas Solo agricola Sdo José do vale do Rio Preto - RJ

4.4.2 Identificacao Molecular de Isolados de Pseudomonas
4.4.2.1 Extracao de DNA

Para extracdo de DNA, os isolados foram cultivados em 5 mL do meio de cultura liquido

BHI (Himedia®) a temperatura ambiente a 150 RPM. Apds 16 horas, 1,5 mL de cada cultura
foram transferidos para microtubos e centrifugados a 16.873g por 1 min, para sedimentar as
células (HE, 2011). Esse processo foi repetido por trés vezes para concentrar 0 maior nimero
de células possivel. Apds o descarte do sobrenadante, o pellet foi resuspendido em 600 puL de
tampao de lise (TE buffer 1X, SDS 10% e NaCl 25 nM) e incubado a 60 °C por 30 minutos
(TITO et al., 2015). Apés esfriar a temperatura ambiente, foram adicionados 600 uL de
cloroférmio dlcool isoamilico (24:1), e em seguida, os tubos foram homogeneizados por 2 min,
e centrifugados a 14.549g por 10 min. Aproximadamente 600 uL do sobrenadante de cada
amostra foram transferidos para um novo microtubo para adicdo de igual volume de
cloroférmio dlcool isoamilico (24:1). Em seguida as amostras foram centrifugadas a 14.549g
por 10 min e aproximadamente 400 uL do sobrenadante foram transferidos para um novo
microtubo com o mesmo volume de isopropanol gelado. As amostras foram incubadas a -20°C,
para precipitacdo do DNA, e apds 12 horas foram centrifugadas a 14.549g por 30 min. O pellet
33



foi lavado com 200 uL de etanol 70% por duas vezes e apds secar a temperatura ambiente, foi
resuspendido em 30 puL de 4gua ultrapura.

4.4.2.2 Amplificacao e sequenciamento do gene rrs

O gene rrs que codifica o 16S rRNA foi amplificado através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando 0s iniciadores 338f (5°-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) e 1512r (5 -CGGCTACCTTGTTACGACT-3’)
(LANE, 1991). Para as reacoes de PCR foram utilizados 1X de tampao de reacdo, 1 U de Taq
DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP e 0,4 uM de cada iniciador. A reacdo
foi realizada em um termociclador, com um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min;
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 60
segundos; e extensdo a 72°C por 1 min e 30 segundos; e extensdo final a 72°C por 7 minutos
(WEISBURG et al., 1991). Os produtos das reacdes de PCR foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 1,5% sob luz UV no sistema de fotodocumentacdo L-PIX EX (Loccus
Biotecnologia).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando a Exo-Sap (USB Corporation,
Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante. Ambas as fitas foram sequenciadas
na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA), no Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, UFRIJ. As sequéncias foram editadas utilizando o programa Bionumerics (Versao
7.6.3) e foram comparadas com outras sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI
(GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al.,
1997). Para inferéncia da identidade do isolado, foi considerado o primeiro tdxon de maior
identidade ou o primeiro que continha identificac@o a nivel de espécie.

Estas sequencias foram importadas para o programa Mega versdo 5.2.2 (KUMAR et al.,
2012), e alinhadas utilizando o programa ClustalW (HIGGINS et al., 1994). Os multiplos
alinhamentos resultantes serdo otimizados manualmente. O dendograma foi montado utilizando
o método algoritmico neighbor joining (NJ) com o modelo de distancia no programa MEGA
versao 5.2.2 A robustez de cada ramo foi determinada usando o teste ndo paramétrico de
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 repeti¢cdes.

4.4.3 Avaliacao do Potencial Antagonista de Isolados de Pseudomonas contra Fusarium
oxysporum

4.4.3.1 Teste de confronto in vitro

Os isolados foram cultivados em caldo BHI (Himedia®) a 150 rpm, a 28 °C, por 24
horas. Apés o cultivo, a densidade celular de cada isolado foi padronizada com base na escala
7 de McFarland. Placas de Petri contendo meio BDA (Himedia®) foram preparadas, e um disco
de 5 mm de diametro contendo micélio ativo do fungo fitopatogénico foi depositado no centro
de cada placa. Em seguida, 5 pL da suspensdo de cada isolado foi inoculada em quatro pontos
equidistantes da placa, ao redor do disco fungico central. O experimento foi conduzido em
triplicata para cada isolado, incluindo um controle negativo composto por placas contendo
apenas o disco do fungo. As placas foram incubadas a 28 °C por 15 dias. Ao término do periodo
de incubacdo, o antagonismo foi avaliado com base na porcentagem de inibi¢do. A area da
coldnia fingica foi determinada por medi¢des do crescimento radial do micélio nos eixos
ortogonais da placa. A média dessas duas medidas foi utilizada como valor do raio (r) para o
calculo da 4rea, utilizando a férmula A=nr?. A porcentagem de inibicdo (PI) foi determinada

Area do tratamento (mm?*)*x100

PI(%) =100 — -
Area do controle (mm?)
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comparando-se a drea média de crescimento do fungo na presencga de cada isolado bacteriano
com a drea média do controle, utilizando a férmula adaptada de Tulio (2017):

Com base nos valores obtidos de porcentagem de inibic@o (PI), os isolados bacterianos
foram classificados em trés niveis de antagonismo: baixo (PI < 40%), moderado (PI entre 40%
e 80%) e alto (PI > 80%) (MARIANO, 1993; TULIO, 2017).

4.4.3.2 Producao de compostos volateis

Para a avaliacdo da atividade antifingica através de compostos organicos voldteis, os
isolados bacterianos foram inicialmente cultivados em caldo BHI (Himedia®), sob agitacdo a
150 rpm, a 28 °C, por 24 horas. Em seguida, a turbidez das culturas foi ajustada com base na
escala 7 de McFarland. Cada isolado foi entdo semeado com o auxilio de um swab sobre toda
a superficie de placas de Petri contendo meio AN (Himedia®), apds a inoculagdo, a tampa de
cada placa foi substituida por uma segunda placa de Petri contendo meio BDA (Himedia®), na
qual havia sido depositado um disco de 5 mm de didmetro com micélio ativo do fungo
fitopatogénico. As duas metades das placas, foram cuidadosamente seladas com parafilme, de
forma a impedir a difusdo de compostos ndo-volateis e permitir apenas a atuagdo dos volateis.

Os testes foram realizados em triplicata. As placas-controle foram preparadas da mesma
forma, porém sem a presencga de isolado bacteriano. Todos os conjuntos foram incubados a
28 °C, e as observagdes do crescimento fingico foram realizadas apds 15 dias de incubagao. A
metodologia utilizada seguiu, com adaptacgdes, o procedimento descrito por Slam et al. (2018).
Ao final do periodo, foi medido o crescimento radial do micélio, e a porcentagem de inibicao
(PI) foi determinada com base na drea de crescimento, utilizando a mesma férmula e critérios
de classifica¢do adotados anteriormente.

4.4.3.3 Teste de inibicao fiingica por extratos bacterianos

Para a avaliacdo da atividade antifiingica mediada por extratos bacterianos foi utilizada
a metodologia descrita por Trivedi et al. (2008), com adaptacdes. Os isolados de Pseudomonas
foram cultivados em caldo BHI sob agitacdo a 150 rpm, a 28 °C, por 24 horas. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas a 8609 g por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado e filtrado
em filtro estéril de 0,22 um, a fim de retirar todas as células bacterianas.

Um disco de 5 mm de diametro contendo micélio do fungo Fusarium foi depositado no
centro de cada placa Placas de Petri contendo meio BDA (Himedia®). O meio foi perfurado
com auxilio de uma ponteira de 20 puL estéril em quatro pontos equidistantes ao redor do disco
fingico, e aliquotas de 50 uL. do extrato bacteriano foram depositadas. As placas-controle foram
preparadas da mesma forma, porém com aplicacao de 50 uL de BHI estéril. As placas foram
incubadas a 28 °C, e a avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apds 15 dias de
incubacgdo. O ensaio foi conduzido em triplicata para cada isolado. A inibi¢do do crescimento
fungico foi determinada com base na porcentagem de inibicao (PI) da drea de crescimento
micelial, utilizando a mesma férmula e critérios de classificagdo previamente descritos.

4.4.4 Avaliacao de Atributos de Promocao de Crescimento Vegetal
4.4.4.1 Avaliacao da capacidade de solubilizacdo de fosfato mineral

Para a avaliagdo da solubilizacdo de fosfato, utilizou-se o meio de cultura liquido
NBRIP (10g/L de glicose mais 0,15g/L de sulfato de amo6nio mais 0,2g/L de cloreto de potassio
mais 5g/L de cloreto de magnésio mais 0,25g/L. de sulfato de magnésio) (NAUTIYAL, 1999).
suplementado com 3% de NaCl, tendo como fonte de fosforo insolivel o fosfato de cdlcio
(Ca3(PO4)2) ou o fosfato de aluminio (AlIPOs4), ambos na concentracdo de 5g/L, com pH
ajustado para 7,0. Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo BHI (Himedia®) sob
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agitacdo a 150 rpm, a 28 °C, por 24 horas, e suas densidades Opticas ajustadas para valores de
absorbancia 600 nm entre 0,9 e 1,0. Ap6s o ajuste da densidade 6ptica, 300 uL de cada cultura
bacteriana foram inoculados em tubos Falcon de 50 mL contendo 35 mL do meio NBRIP. As
culturas foram incubadas sob agitacao de 150 rpm, 28°C, por um periodo de 7 dias. Os ensaios
foram realizados em triplicata.

Ao final da incubacdo, aliquotas de 10 mL de cada repeticdo foram transferidas para
tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 6.000g por 10 minutos, com o objetivo de sedimentar
o fosfato ndo solubilizado. O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de 0,22 pm
acoplada a filtro de seringa, a fim de remover as c€lulas bacterianas presentes no meio. Este
filtrado foi utilizado tanto para a medi¢dao de pH quanto para a quantificacao de fosforo solavel.

A concentragdo de fésforo disponivel foi determinada por meio do método colorimétrico
descrito por Teixeira et al. (2017), com adaptacdes. A técnica consiste na formacdo de um
complexo fésforo-molibdato de colorac@o azul, gerado pela redu¢ao do molibdato de amdnio
com 4cido ascorbico, cuja intensidade é mensurada por espectrofotometria. Para a reagdo, foram
adicionados 5 mL da solug¢ao 4cida de molibdato de amdnio e aproximadamente 30 mg de 4cido
ascorbico em p6 a 10 mL do sobrenadante previamente diluido, em copos plasticos
descartaveis. A dilui¢do foi ajustada conforme a intensidade da coloracdo desenvolvida em
funcdo do isolado bacteriano e da fonte de fosforo utilizada. Apds agitagdo manual por 1 a 2
minutos, as amostras foram mantidas em repouso por 1 hora para completa reacao. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 660 nm. A partir das concentragdes de 0, 1,
2,3,4emg L' de P, construiu-se a curva padrao colocando as mesmas na abscissa (x) e a
leitura da absorbancia nas ordenadas (y), obtendo assim a equacdo da curva de calibragdo,
utilizando a equacdo linear: y = a + bx.

A concentracdo de fosforo solivel (mg/L) foi calculada com base na seguinte equacao:

L-b
P = *d
a
Em que:

e P =concentracdo de f6sforo solivel (mg/L)
e L =leitura da amostra (absorbancia)
e a = coeficiente angular da curva padrdo
e b = coeficiente linear da curva padrao
e d = fator de diluicao da amostra

A concentracdo de fosforo solivel obtida em mg/L foi convertida para mg/Kg, ao
multiplicar o resultado em mg/L pelo inverso da concentragdo da fonte de fésforo presente no
meio de cultivo, permitindo a estimativa da eficiéncia relativa de solubiliza¢do por unidade de
fosfato insolivel fornecido.

4.4.4.2 Avaliacao da capacidade de producao de acido indolacético

A produgao de 4cido indolacético (AIA) pelos isolados bacterianos foi determinada por
metodologia colorimétrica adaptada de Sarwar e Kremer (1995), conforme padronizado por
Lana et al. (2017). Os isolados de Pseudomonas foram inoculados em meio TSB (Himedia®)
e incubados sob agitacdo constante a 150 rpm, a 28 °C, por 24 horas. Apds esse periodo, as
culturas tiveram suas densidades dpticas ajustadas para valores de absorbancia a 600 nm entre
0,9 e 1,0. Em seguida, 50 pL de cada cultura ajustada foram inoculados em tubos tipo Falcon
de 15 mL contendo 5 mL de TSB (Himedia®) suplementado com DL-triptofano a 1,0 g/L.. Um
dos tubos foi utilizado como controle negativo, contendo apenas o meio TSB (Himedia®) com
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triptofano, sem inoculacio bacteriana. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Os
tubos foram vedados, protegidos da luz com papel aluminio, e mantidos sob agitacdo constante
a 150 rpm, a 30 °C, durante 5 dias. Ap6s o periodo de incubacao, os tubos foram centrifugados
a 1377 g por 15 minutos. Foram retirados 500 uL do sobrenadante de cada tubo e adicionados
1.500 puL do reagente de Salkowski, preparado com 500 uL de soluciao aquosa de FeCls-6H-0
(0,136 g/mL) e 24,5 mL de acido perclérico a 35% (v/v). As amostras foram incubadas por 20
minutos, protegidas da luz, para o desenvolvimento da coloragdo caracteristica. A leitura da
absorbancia foi realizada por espectrofotometria a 530 nm, utilizando o tubo controle negativo
para calibragdo do equipamento. A quantificacio do AIA em pg/mL, foi feita com base em
curva padrdo obtida a partir de solu¢do estoque de AIA 100 ug/mL, diluida nas concentracdes
de 100, 80, 40, 20, 10 e 0 ug/mL. Os dados foram ajustados por regressao linear, e os valores
de absorbancia das amostras foram interpolados na equacdo da reta. Quando necessdrio,
amostras com absorbancia superior ao limite da curva foram diluidas e reanalisadas.

4.4.5 Analises Estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. A
normalidade e heterocedasticidade dos dados foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett, respectivamente. A andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada para cada
experimentacdo, onde foi detectado diferengas, as médias foram comparadas pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). dias. Quando
necessario, os dados foram transformados para atender aos pressupostos de homocedasticidade
e normalidade. Foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson para avaliar a intensidade
e a direcdo da associacdo entre a concentracdao de fésforo (P) e o pH do meio de cultura. Os
resultados foram visualizados por meio de graficos de dispersdo, nos quais a concentragdo de
fosforo foi representada no eixo x e o pH no eixo y. A forca das correlacdes foi considerada de
acordo com (Mukaka, 2012). Para valores de r entre —0,3 a 0,3 a correlacao € desprezivel; de
0,3 20,5 (ou —0,3 a —0,5) correlagdo baixa; valores de r de 0,5 a 0,7 (ou —0,5 a —0,7) indicam
uma correlagdo moderada; Valores de r de 0,7 a 0,9 (ou —0,7 a —0,9) denotam uma correlagao
forte ou alta e, valores de r entre 0,9 e 1,0 (ou —0,9 a —1,0) implicam uma correlagdo muito forte
ou alta.

A concordancia entre as identificagdes bacterianas obtidas por MALDI-TOF e por
sequenciamento do gene rrs foi avaliada por meio de trés abordagens estatisticas: porcentagem
de concordancia, indice de Kappa de Cohen e matriz de confusdo. A porcentagem de
concordancia foi calculada como a proporc¢ao de isolados com identificacdo coincidente entre
os dois métodos, expressa em percentual. A concordancia foi avaliada por meio do indice de
Kappa de Cohen. A interpretacao dos valores seguiu a escala de Landis e Koch (1977), sendo:
< 0 (nenhuma), 0,01-0,20 (leve), 0,21-0,40 (razoavel), 0,41-0,60 (moderada), 0,61-0,80
(substancial), e 0,81-1,00 (quase perfeita). A significancia do teste foi considerada quando p <
0,05. A matriz de confusdo foi construida permitindo a visualiza¢cdo das identificacdes corretas
(diagonal principal) e incorretas (fora da diagonal), com destaque para os géneros e espécies
mais frequentemente confundidos.

37



4.5 RESULTADOS

4.5.1 Identificacao dos Isolados de Pseudomonas

Todos os alinhamentos apresentaram valores de E-value iguais a zero (Tabela 2). A
identidade das sequencias variou entre 97,95% a 100%, confirmando que todos os isolados
pertencem ao género Pseudomonas. Onze isolados apresentaram identidade com Pseudomonas
aeruginosa, com valores entre entre 97,95% e 100%; quatros isolados com Pseudomonas
putida, com valores acima de 99,6%; e sete isolados com Pseudomonas plecoglossicida,
também com valores acima de 99,6% (Tabela 2). Houve consenso entre a identificacdo pelo
MALDI-TOF MS e o sequenciamento do gene rrs para 15 isolados, sete apresentaram
divergéncia. Os isolados VRPAS109, VRPAS115, VRPAS61, VRPAS77, VRPASS6 e
VRPAS64 foram identificados pelo MALDI-TOF como pertencentes a P. putida ou P.
monteilii, mas apresentaram maior identidade com P. plecoglossicida (Tabela 2).

Esses resultados permitiram avaliar a concordancia entre os dois métodos de
identificacdo. A identificacdo bacteriana por MALDI-TOF, em comparagdo com o
sequenciamento do gene rrs, apresentou uma concordancia de 68,18% (15 isolados), com indice
de Kappa de 0,525 (concordancia moderada entre os métodos). A matriz de confusdo mostrou
que a maior taxa de acerto foi observada para Pseudomonas aeruginosa, com 11 das 12
amostras corretamente identificadas. Ademais, isolados identificados como P. putida pelo
MALDI-TOF foram classificados como P. plecoglossicida (3 casos) e P. monteilii (nenhum
acerto) pelo sequenciamento do gene rrs, evidenciando divergéncias entre os métodos, sem
possibilidade de confirmar qual identificacdo € a correta.

O dendrograma (Figura 1) mostra trés agrupamentos principais. Um dos agrupamentos
foi composto pelos isolados SS141, SS146, SS161, SS164, SS168, SS174, SS176, SS179,
SS197, SS250 e VRPASS54, que se agruparam com sequéncias de referéncia de Pseudomonas
aeruginosa, em concordancia com os resultados de maior identidade do Blastn. Outro
agrupamento reuniu os isolados identificados pelo BLAST como Pseudomonas putida
(VRPAS34, VRPAS56, VRPAS57, VRPAS105, VRPAS109 e VRPAS112) juntamente com
aqueles que apresentaram maior similaridade com Pseudomonas plecoglossicida (VRPASG61,
VRPAS64, VRPAS77 e SS173) que se agruparam com isolados de referéncia de Pseudomonas
putida e Pseudomonas plecoglossicida (Figura 1).

4.5.2 Potencial Antagonista dos Isolados

A eficécia dos isolados bacterianos no controle biolégico de Fusarium foi avaliada por
trés metodologias in vitro, confronto direto de culturas, aplicacdo de extratos bacterianos e
exposi¢cdo a compostos voldteis. Os percentuais de inibi¢do foram classificados em trés
categoria, baixa inibicdo (< 40%), média inibicdo (40% a 80%) e alta inibicao (> 80%)
(MARIANQO, 1993; TULIO, 2017).

No teste de confronto direto de culturas, a maioria dos isolados apresentou desempenho
médio de inibi¢do. O isolado SS168 foi o unico classificado como de alta inibi¢cdo, com 93%
de reducdo do crescimento flngico, superando os demais com grande margem. Dentre os
isolados classificados dentro da faixa de média inibi¢do, se destacaram: SS174 (79%), SS197
(78%), SS173 (76%), SS164 (73%), SS176 (70%) e SS179 (67%) (Figura 2). Por outro lado,
nove isolados apresentaram baixa inibi¢do, com os menores desempenhos observados em
VRPASI115 (2%), VRPAS109 (3%), VRPAS61 (4%), VRPAS56 (4%) e VRPAS34 (9%)
(Figura 2; Figura 3).
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Tabela 2. Identificacdo dos isolados bacterianos com base no MALDI-TOF e sequenciamento parcial do gene rrs

Analise MALDI-TOF

Anadlise do sequenciamento do gene rrs

ID Identificacio Score | Pb* Identificacao™* Codigo NCBI % de identidade E-value

SS 161 Pseudomonas aeruginosa 2,44 1013 Pseudomonas aeruginosa KJ857033 99,01 0
SS 164 Pseudomonas aeruginosa 1,89 1073 Pseudomonas aeruginosa KX461910 97,95 0
SS 168 Pseudomonas aeruginosa 2,15 1034 Pseudomonas aeruginosa OP117243 99,90 0
SS 174 Pseudomonas aeruginosa 2,32 1085 Pseudomonas aeruginosa 0Q366431 99,91 0
SS 176 Pseudomonas aeruginosa 2,25 1042 Pseudomonas aeruginosa OP117243 100 0
SS 179 Pseudomonas aeruginosa 2,34 1042 Pseudomonas aeruginosa OP117243 100 0
SS 197 Pseudomonas aeruginosa 1,99 1037 Pseudomonas aeruginosa OP117243 100 0
SS 250 Pseudomonas aeruginosa 2,18 1048 Pseudomonas aeruginosa EU661699 99,90 0
SS 141 Pseudomonas aeruginosa 2,45 1340 Pseudomonas aeruginosa 0Q366431 99,25 0
SS 146 Pseudomonas aeruginosa 2,23 1078 Pseudomonas aeruginosa KT153617 99,44 0
VRPAS 54  Pseudomonas aeruginosa 2,31 1074 Pseudomonas aeruginosa OP117243 99,81 0
SS 173 Pseudomonas aeruginosa 2,03 1359 Pseudomonas plecoglossicida PV717268 99,93 0
VRPAS 57 Pseudomonas putida 2,07 1027 Pseudomonas putida KY938109 99,71 0
VRPAS 105 Pseudomonas putida 1,96 1080 Pseudomonas putida JF703659 99,63 0
VRPAS 112 Pseudomonas putida 2,13 1088 Pseudomonas putida 0Q255686 100 0
VRPAS 34 Pseudomonas putida 2,01 1062 Pseudomonas putida KY938109 100 0
VRPAS 115 Pseudomonas putida 2,03 1089 Pseudomonas plecoglossicida LC507998 100 0
VRPAS 56 Pseudomonas putida 1,81 733 Pseudomonas plecoglossicida MW383529 100 0
VRPAS 109 Pseudomonas putida 1,94 1034 Pseudomonas plecoglossicida OM368446 99,71 0
VRPAS 61 Pseudomonas monteilii 1,98 828 Pseudomonas plecoglossicida OM368446 100 0
VRPAS 77 Pseudomonas monteilii 2,08 1084 Pseudomonas plecoglossicida KJ806458 99,63 0
VRPAS 64 Pseudomonas monteilii 2,04 1084 Pseudomonas plecoglossicida KJ806458 99,63 0

*Tamanho do fragmento de DNA em pb; **Foi escolhido o primeiro tdxon de maior similaridade ou o primeiro que continha informacao de
espécie no Blastn.
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AF094740 P. putida
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VRPAS109
VRPAS115
VRPAS34
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VRPAS61
OQE83798 P. putida
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LC507996 P. plecoglossicida

LC507975 P. plecoglossicida
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SS8197
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61| NR 117678 P. aeruginosa
NR 114471 P. aeruginosa
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x3|’ SS250
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KY435606 P. fluorescens
NR114480 P. syringae
KY435607 P. fluorescens
AJ308316 P. syringae

AF452103 P. cellulosa

Figura 1. Arvore filogenética baseada em sequéncias parciais do gene rrs (695 pb), construida
pelo método Neighbor-Joining com distancias evolutivas calculadas pelo modelo
Kimura 2 parametros. Valores nos nds representam porcentagens de bootstrap (1000

repeti¢cdes).
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Figura 2. Percentual de inibi¢ao de Fusarium oxysporum promovido por isolados bacterianos
por meio de confrontamento direto, aplicacdo de extratos bacterianos e liberacdo de
compostos volateis. As barras representam os valores individuais de inibi¢do para cada
isolado, enquanto as linhas tracejadas indicam os limites estabelecidos para
classificagdo da inibi¢do (baixa, média e alta). A Tabela 1, apresentada no Apéndice 1,
mostra os percentuais de inibi¢ao obtidos nos diferentes ensaios.

Na aplicacdo dos extratos bacterianos, ndo foram registradas taxas expressivas de
inibicdo. A maioria dos isolados apresentou baixa atividade antagonista, com percentuais
minimos observados para SS173 (0%), VRPAS105 (1%), SS176 (2%), SS168 (3%) e SS179
(4%). Os maiores indices de inibi¢do foram obtidos por VRPAS61 (33%), VRPASS56 (30%),
SS174 (28%) e SS197 (28%) (Figura 2; Figura 3).

Figura 3. Atividade antagonista de isolados bacterianos contra Fusarium oxysporum por
diferentes mecanismos. (A) Confrontamento direto, isolado 168; (B) Extratos
bacterianos, isolado 146; (C) Compostos voldteis, isolado 176, (D) Placas controle,
contendo apenas indculo fungico, indicando crescimento normal do fungo. Fonte:
Acervo pessoal
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No teste de liberacdo de compostos volateis, todos os isolados apresentaram baixa
atividade antagonista, ndo sendo observadas taxas elevadas de inibi¢do. Entre os isolados com
melhor desempenho, destacaram-se VRPAS54 (34%), SS176 (32%), SS161 (30%), SS174
(25%), SS250 (23%) e SS197 (20%). Em contrapartida, os menores percentuais foram
registrados para VRPAS105 (0%), VRPAS115 (1%), SS141 (1%) e SS173 (2%) (Figura 2;
Figura 3).

4.5.3 Atributos de Promocao de Crescimento Vegetal

A capacidade dos isolados de Pseudomonas em solubilizar fontes de fosforo inorganico
foi avaliada utilizando fosfato de aluminio e fosfato de cdlcio (Figura 4). Os valores de
solubilizacdo de fésforo a partir do fosfato de aluminio variaram entre 168,7 mg/kg e 1913,5
mg/kg. O isolado VRPAS112 apresentou a maior capacidade de solubilizacdo de P a partir de
fosfato de aluminio (1913,5 mg/kg) em relacio aos demais. Entre os isolados com desempenho
intermedidrio, os valores de solubiliza¢do variaram entre 661,4 e 1237,3 mg/kg, incluindo os
isolados SS146 (1237,3 mg/kg), VRPAS115 (1122,1 mg/kg), VRPAS77 (1015,8 mg/kg),
VRPASI105 (874,1 mg/kg), SS141 (788,4 mg/kg), VRPAS61 (720,5 mg/kg) e VRPAS34 (477,2
mg/kg). Os isolados com menor capacidade de solubilizac@o apresentaram valores inferiores a
310 mg/kg, sendo eles VRPAS54 (241,4 mg/kg), SS161 (237,2 mg/kg), SS164 (174,3 mg/kg)
e SS174, que registrou o menor valor (168,7 mg/kg).

Para a fonte fosfato de célcio, os valores de solubiliza¢do variaram entre 1587,4 mg/kg
e 5225,5 mg/kg (Figura 4). O isolado VRPAS64 apresentou o maior valor médio (5225,5
mg/kg), seguido por outros oito isolados com valores superiores a 3900 mg/kg, incluindo
VRPASS56 (4587,7 mg/kg), VRPAS112 (4540,4 mg/kg), SS174 (4516,8 mg/kg) e SS173
(4233,3 mg/kg). J4 um segundo conjunto de isolados, formado por doze exemplares como
SS197 (2248,9 mg/kg), VRPAS109 (2532,4 mg/kg), VRPAS105 (1989,0 mg/kg) e VRPAS61
(3985,3 mg/kg), apresentou valores de solubilizagcdo entre 1587,4 mg/kg e 3985,3 mg/kg. O
menor valor registrado foi do isolado SS161, com 1587,4 mg/kg (Figura 4).
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Figura 4. Solubilizacdo de fésforo (mg/kg) a partir de fosfato de aluminio (A) e fosfato de
célcio (B) por isolados de Pseudomonas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Em relacdo a leitura do pH final dos meios de cultivo apds a incubagdo com os isolados,
no caso do fosfato de aluminio, os valores de pH variaram entre 3,69 e 4,73 (Figura 5). O isolado
VRPAS77, que apresentou um dos menores valores de solubilizacido (168,7 mg/kg), esteve
associado ao maior pH final (4,73). Por outro lado, o isolado VRPAS112, responséavel pelo
maior valor de fésforo solubilizado (1913,5 mg/kg), apresentou pH de 3,79, um dos mais baixos
registrados. Observou-se uma tendéncia de maior solubilizacdo em condi¢des de maior
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acidificacdo, porém a forga dessa associacdo foi baixa (r = -0,21), indicando que, apesar de
negativa, a correlagdo entre as varidveis foi pouco expressiva (Figura 6).
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Figura 5. Redu¢do do pH do meio de cultura promovida por cada isolado de Pseudomonas ao
final do experimento (15 dias) de solubilizacdo de fésforo inorganico, utilizando duas
fontes distintas: fosfato de célcio e fosfato de aluminio.

Os isolados VRPAS54, VRPASG61, SS176, VRPAS34, VRPASS57, SS179, VRPAS109,
VRPASI115, VRPAS112, VRPASI105, SS164, SS250, VRPAS56, VRPAS77, SS168 e
VRPAS64 promoveram maior acidificacio do meio de cultivo em comparagdo aos isolados
SS174, SS146, SS173, SS141, SS197 e SS161, quando cultivados com fosfato de aluminio
(Figura 5). Para a fonte fosfato de célcio, destacaram-se VRPAS61, VRPAS57, VRPAS109,
VRPAS115, VRPAS112, VRPAS105, VRPAS56, VRPAS77, VRPAS64, SS146, VRPAS54 e
SS173, que apresentaram pH mais baixo, enquanto VRPAS34, SS174, SS141, SS176, SS197,
SS161, SS168, SS250, SS179 e SS164 apresentaram menores reducdes. Neste caso, a
correlacdo entre pH e fésforo solubilizado manteve-se negativa, mas igualmente fraca,
reforcando que a acidificacdo, embora relevante, ndo € o tinico fator envolvido na solubilizacio
(Figura 6).
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Figura 6. Correlacdo entre pH final do meio e solubilizacio de fésforo a partir das fontes fosfato
de aluminio e fosfato de célcio.

Para o fosfato de célcio, os valores de pH final variaram entre 3,69 e 4,40. O isolado
VRPASG64, que apresentou o maior valor de solubilizacio (5225,5 mg/kg), esteve associado a
pH de 4,36, ndo seguindo o padrdo observado para o fosfato de aluminio. J4 o isolado SS161,
com uma das menores solubiliza¢des (1587,4 mg/kg), apresentou pH final de 3,69. Nesse caso,
a correlacgdo calculada (r = -0,23) também foi de baixa magnitude, indicando que a acidifica¢ao
isoladamente ndo explica a variacdo na disponibilidade de f6sforo para essa fonte (Figura 6).
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Em relacdo a producdo de AIA, todos os isolados de Pseudomonas foram capazes de
sintetizar o fitormonio, com variagdo entre 2,50 pg/mL e 16,92 pg/mL (Figura 7). Os isolados
SS164 (16,92 pg/mL), VRPAS112 (16,09 ug/mL), VRPAS77 (11,64 ng/mL), VRPAS57 (9,29
pug/mL), VRPAS109 (8,38 ug/mL), VRPAS115 (7,41 ng/mL), VRPAS64 (6,79 pg/mL), SS168
(7,48 ng/mL) e VRPAS61 (6,26 pg/mL) sintetizaram mais AIA em relag@o aos demais isolados.
Os outros isolados apresentaram valores inferiores a 5,91 pg/mL, sendo estes: SS174 (5,91
pg/mL), SS197 (5,27 pg/mL), VRPAS34 (5,14 pg/mL) e SS179 (4,91 pg/mL), SS173 (2,50
pug/mL), SS146 (2,70 ug/mL) e SS176 (3,06 ug/mL).
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Figura 7. Producdo de AIA (ug/mL) pelos isolados de Pseudomonas. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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4.6 DICUSSAO

A utilizagdo do MALDI-TOF e sequenciamento parcial do gene rrs, que codifica o 16S
rRNA, possibilitou a identificacio das bactérias do género Pseudomonas, sendo P. aeruginosa
e espécies relacionadas ao grupo P. putida, incluindo P. putida, P. plecoglossicida e P.
monteilii. No entanto espécies estreitamente relacionadas, como P. monteilii e P. putida
(identificacdo via MALDI-TOF), apresentaram divergéncias na diferenciacdo, pois
apresentaram identifidade a isolados de P. plecoglossicida do banco de dados do NCBIL.

O MALDI-TOF, apesar de sua rapidez e aplicabilidade para triagem, tem acuricia
varidavel para bactérias ambientais (BIELEN et al., 2024). Timperio et al (2017) ao identificar
45 bactérias isoladas da Baia de Kandalaksha mostrou que o método protedmico apresentou
100% de concordancia com andlise do gene rrs a nivel de género, mas apenas cerca 48% dos
isolados ambientais foram corretamente identificados até o nivel de espécie com base nos
espectros gerados (score > 2), quando comparados a identificagdo por sequenciamento. Dentro
do género Pseudomonas, este valor foi ainda menor, 29%. Essa baixa precisdo decorre da
dependéncia da abrangéncia e qualidade da biblioteca espectral, associada a alta similaridade
proteica entre espécies proximas, como as pertencentes ao grupo putida (TIMPERIO et al.,
2017; GIRARD et al., 2021). Resultados semelhantes foram observados por Mulet et al (2020)
que ao identificar por sequenciamento do gene rpoD 190 isolados de Pseudomonas previamente
identificados pelo MALDI-TOF relataram falhas na identificagcao correta de espécies do grupo
Pseudomonas putida por MALDI-TOF.

O sequenciamento do gene rrs, embora amplamente utilizado para identificacao
bacteriana, também apresenta limitagdes para separar espécies filogeneticamente proximas. O
marcador € altamente conservado e oferece boa resolugdo para nivel de género, mas possui
baixa variabilidade entre espécies do complexo putida, o que pode ter dificultado a
discriminacao precisa entre P. putida, e P. plecoglossicida na arvore filogenética (GOMILA et
al., 2015). Mesmo com regides hipervaridveis do gene 16S, a diferenciacdo entre essas espécies
permanece incerta, sendo frequente a atribuicdo multipla de identidade ou classificacdes
genéricas dentro do grupo (GOMILA et al., 2015).

Em relagdo a atividade antagonista dos isolados bacterianos contra Fusarium, entre 0s
trés métodos testados, o confronto direto de culturas apresentou os maiores percentuais de
inibicdo. Este comportamento pode estar relacionado a competicdo por espago € nutrientes,
associado a producdo de metabdlitos antifingicos difusiveis pelos isolados bacterianos
(NANDI et al 2017; BIESSY et al., 2021). Além disso, o contato direto com o patégeno pode
induzir a producdo de compostos antimicrobianos pelos microrganismos antagonistas. Estudos
mostram que o co-cultivo ou a interacdo direta ativa genes de biossintese que ndo sao expressos
em monoculturas, permitindo a producdo de metabdlitos antifingicos ou antibacterianos que
nao ocorrem isoladamente (SCHROECKH et al., 2009; HIFNAWY et al., 2020; NICAULT et
al., 2021). De modo geral, as cepas de P. aeruginosa apresentaram o melhor desempenho. No
entanto, alguns isolados do grupo putida, como VRPAS61 e VRPAS56, também se destacaram,
apresentando elevada atividade no teste com extrato bacteriano. Islam et al (2018), ao
investigarem a atividade de biocontrole de bactérias de solo rizosférico, observaram que os
melhores resultados in vitro foram nos experimentos de cultura dupla, além disso, isolados de
P. aeruginosa foram os mais promissores em relacdo a outras espécies testadas de
Pseudomonas, estando relacionado a producao de compostos antimicrobianos e sideréforos.

Os valores de fésforo solubilizado a partir de fosfato de aluminio pelas espécies de
Pseudomonas neste estudo foram superiores aos relatados por Aliyat et al. (2022). Aliyat et al.
(2022) observaram que os isolados do género Pseudomonas que apresentaram melhores
resultados foram capazes de solubilizar aproximadamente 34,8 mg/Kg em fosfato de célcio e
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aproximadamente 15,48 mg/Kg em fosfato de aluminio. Para fosfato de calcio, os isolados
VRPAS64 (5225,5 mg/kg), VRPAS56 (4587,7 mg/kg), VRPAS112 (4540,4 mg/kg), SS174
(4516,8 mg/kg) e SS173 (4233,3 mg/kg) formaram o grupo de melhor desempenho. Esses
resultados sdo substancialmente maiores que os obtidos para Pseudomonas em fosfato de célcio
no estudo de Aliyat et al. (2022) (34,8 mg/kg). Porém, outros estudos, como os de Yu et al.
(2022) e Janati et al. (2022), mostram isolados altamente eficientes na solubilizacdo de fosfato
de calcio, como a cepa JP233 de Pseudomonas sp. capaz de solubilizar 51.614 mg/kg de fosforo
a partir de fosfato de cdlcio e outros isolados nao identificados capazes de solubilizar até 29.524
mg/kg. Além disso, a cepa Bacillus megaterium CNPMS B119, presente em um inoculante
comercial (BiomaPhos®), apresentou capacidade de solubilizar 24.666 mg/kg (OLIVEIRA et
al., 2009), valor que permanece superior ao obtido pelos isolados de Pseudomonas com maior
atividade de solubilizag¢do neste trabalho. No entanto, a diferenca observada € menor do que a
registrada em relagcdo a JP233.

Houve maior solubilizacdo de P na presenga de fosfato de célcio em comparacdo ao
fosfato de aluminio, o que € esperado devido a diferenca de solubilidade das fontes. Essas
diferencas decorrem da forca das ligacdes i0nicas e da energia de hidratacdo, uma vez que o
fosfato de célcio apresenta menor grau de complexacao, sendo mais facilmente dissolvido em
solucdes ligeiramente dcidas, enquanto o fosfato de aluminio forma compostos mais estaveis e
de baixa solubilidade, limitando a disponibilidade de fésforo (MERBACH et al. 2009;
BASHAN et al., 2013).Vale destacar que o isolado VRPAS112 € um exemplo que apresentou
maior solubilizacdo de P em fosfato de cdlcio do que em fosfato de aluminio. Essa tendéncia
também € amplamente relatada na literatura (ALIYAT et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2009),
reforcando que a natureza do composto fosfatado influencia na expressdo do potencial
solubilizador de Pseudomonas.

Observou-se que a correlacdo entre o pH e a quantidade de P solubilizado de ambas as
fontes de P pouco significativa, o que sugere que nao foi a acidificacio o fator preponderante
para a solubilizacdo de P . A producdo de &acidos organicos é o principal mecanismo de
solubilizacdo do fésforo associado a fons metélicos, uma vez que esses compostos podem
formar complexos metdlicos e quelatos com os cations presentes (BASHAN et al., 2013). Os
anions provenientes dos dcidos organicos possuem a capacidade de promover reagdes de troca
de ligantes, deslocando anions fosfato que estdo adsorvidos nas superficies cristalinas de
Fe(OH); e Al(OH); (ARCAND & SCHNEIDER, 2006). A quela¢do ocorre quando uma
molécula anidnica ou polar estabelece duas ou mais ligagcdes coordenadas com um cation,
originando um complexo em estrutura de anel envolvendo o fosfato (ARCAND &
SCHNEIDER, 2006). No entanto, embora a acidificacdo do meio seja um passo importante na
solubilizacdo, a literatura indica que queda de pH isoladamente ndo explica totalmente esse
fendmeno (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Além disso, cepas que reduzem o pH de forma
semelhante frequentemente diferem na quantidade de P liberado, devido a varia¢do na mistura
e forca de complexacdo dos acidos organicos excretados (GULATI et al., 2008). Outros fatores
como, sideréforos, exopolissacarideos e fosfatases podem contribuir na mobilizagao de cations
ligados ao P (SHARMA et al., 2013). Por fim, a cinética de dissolu¢do € depende da fonte
mineral, uma vez que fosfatos de aluminio e cdlcio respondem de modos distintos aos
mecanismos microbianos, ou seja, um isolado pode ndo apresentar mesma efici€éncia para as
diferentes fontes de fosforo insolivel (SHARMA et al., 2013).

Em relac@o a producao de AIA, um isolado do da espécie P. aeruginosa (SS164) e os
isolados do grupo Putida, VRPAS112, VRPAS77, VRPASS57 e VRPAS109 sintetizaram as
maiores quantidades de AIA, variando de 2,7 pug/mL a 16,92 pg/mL. Esses valores sdo
comparaveis aos relatados por Cordero et al. (2024), que, ao avaliar in vitro a producdo de AIA
por P. fluorescens, observaram um valor maximo de 17,15 pug/mL para o isolado de referéncia
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LC830621.1. No entanto, trabalhos como os de Parvin et al. (2020) e Meliani et al. (2017)
reportam producdes bem superiores, chegando a 52 pg/mL para isolados de P. aeruginosa
UPMP3 e a 89 ug/mL e 116 pug/mL para P. fluorescens e P. putida, respectivamente. Esses
valores mais elevados, entretanto, foram obtidos com suplementacdo do meio contendo altas
concentracdes de triptofano (4 mg/mL), enquanto no presente estudo a concentracdo utilizada
foi quatro vezes menor, o que pode estar diretamente relacionado aos valores inferiores obtidos.
O L-triptofano é o principal precursor da biossintese de dcido indol-3-acético (AIA),
participando diretamente de rotas metabdlicas, como a do indol-3-piruvato (IPA) e a da indol-
3-acetamida (IAM), fornecendo o substrato essencial para a formagdo de intermedidrios
convertidos em AIA (KHALID et al., 2004).

A caracterizagdo molecular e funcional dos 22 isolados de Pseudomonas permitiu a
separac¢do em dois grupos principais, isolados da espécie P. aeruginosa, e do grupo putida. Os
testes in vitro evidenciaram que os isolados de P. aeruginosa, especialmente SS168 e SS174,
apresentaram os maiores indices de inibicdo de Fusarium oxysporum, confirmando seu elevado
potencial como agentes de biocontrole. Em contrapartida, os isolados pertencentes ao grupo
putida, como VRPAS112 e VRPAS64, destacaram-se por sua elevada capacidade de solubilizar
fosforo e pela alta producdo de AIA, caracteristicas associadas a promog¢do de crescimento
vegetal.

A integracdo desses resultados evidencia que ndo hd um isolado tnico que redna, de
maneira destacada, todos os atributos avaliados, mas sim um conjunto de cepas com
competéncias complementares. Dessa forma, a selecdo de isolados mais promissores aponta
para futuras investigagdes em consorcios microbianos ou formulagdes de bioinoculantes,
capazes de associar mecanismos de antagonismo a fitopatdgenos e promog¢ao de crescimento
vegetal. Contudo, é importante considerar que Pseudomonas aeruginosa, apesar de apresentar
potencial biotecnolégico, é reconhecida como um patégeno oportunista humano, o que pode
representar restricoes quanto ao seu uso direto em bioinoculantes e demandar testes adicionais
de biosseguranca (TUMMLER et al., 2022). J4 isolados do grupo Pseudomonas putida sio
amplamente descritos como seguros e utilizados em diferentes aplicagdes agricolas e
ambientais, o que refor¢a sua viabilidade em estudos futuros (KAMPERS et al., 2019). Ensaios
em condicOes de casa de vegetacdo e campo permanecem essenciais para validar a eficdcia
desses isolados e ampliar seu potencial de aplicacdo em sistemas agricolas.
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4.7. CONCLUSOES

MALDI-TOF foi eficiente na identificacio em nivel de género dos isolados de
Pseudomonas, mas possui limitagdes na resolu¢do ao nivel de espécie. O sequenciamento do
gene rrs € util para identificacdo a nivel de género e espécies, porém sua baixa variabilidade
entre espécies filogeneticamente proximas limita a discriminag¢do precisa, sendo necessario
complementar com outros marcadores ou técnicas para identificacdo confidvel a nivel de
espécie.

As cepas de P. aeruginosa se destacaram pelo antagonismo direto a Fusarium
oxysporum, sobretudo SS168 (93% de inibi¢do) e o conjunto SS174, SS197, SS164, SS176 e
SS179 (67-79%), indicando potencial de biocontrole. O grupo associado ao complexo putida
foi promissor para promocdo de crescimento vegetal, o isolado VRPAS112 (P. putida)
combinou a maior solubilizacdo de P a partir de fosfato de aluminio (1913,5 mg/kg), de fosfato
de célcio e alta producdo de AIA (16,09 ug/mL); VRPAS64 (P. plecoglossicida) liderou a
solubilizacdo em fosfato de Ca (5225,5 mg/kg) e também apresentou AIA elevada (6,79
pg/mL), VRPASS56 e VRPAS61 (ambos P. plecoglossicida) tiveram bom desempenho em
solubilizacdo de fosfato de cdlcio e mostraram atividade antagonista detectdvel em extratos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A rizosfera de plantas é um ambiente complexo, no qual as interagdes entre
microrganismos e raizes influenciam diretamente o desenvolvimento vegetal e a ocorréncia de
doencas. Compreender como a microbiota do solo se organiza e responde a diferentes condi¢des
patoldgicas é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de manejo agricola mais
sustentdveis e eficientes. Além disso, a selecdo de microrganismos com potencial para
promover o controle biolégico de patdgenos do solo representa uma importante ferramenta para
a reducdo do uso de insumos quimicos e para a promog¢do da satde das plantas.

Neste contexto, este trabalho contribui de forma significativa ao avaliar o impacto da
murcha bacteriana no microbioma rizosférico de plantas, destacando altera¢des na composicao
da comunidade microbiana, e identificar isolados promissores de Pseudomonas para controle
bioloégico de Fusarium e promocdo de crescimento vegetal, fornecendo subsidios para
estratégias de manejo agricola mais sustentaveis, reduzindo a necessidade de insumos quimicos
e potencializando a utiliza¢do de bioinsumos.

O conhecimento gerado reforca a importancia de abordagens integradas, que
considerem aspectos ecoldgicos, agrondmicos e sociais, para o desenvolvimento de sistemas
agricolas resilientes. Com base nos resultados obtidos, fica evidente que o manejo adequado da
microbiota do solo, aliado ao uso de microrganismos promotores de crescimento e ao controle
bioldgico, constitui estratégia promissora para mitigar a incidéncia de murcha bacteriana e
promover a saide do solo e das plantas. Tais praticas estdo alinhadas aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, incluindo ODS 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel), ODS 3 (Satde e Bem-Estar), ODS 6 (Agua Potavel e Saneamento), ODS 14 (Vida
na Agua), ODS 15 (Vida Terrestre) e ODS 12 (Consumo e Produgdo Responsaveis),
promovendo intervencdes que combinam eficiéncia agrondmica, sustentabilidade ambiental e
seguranca alimentar. Portanto, este estudo, ajuda a desenvolver praticas sustentaveis que
contribuam para a saide do solo, das plantas e, consequentemente, para a resiliéncia do
agroecossistema como um todo.

Apesar das contribuicdes apresentadas, este estudo apresenta algumas limitacdes. A
caracterizacdo microbiana foi realizada com base em técnicas especificas e em condi¢des
especificas, o que pode nao refletir completamente a complexidade e a variabilidade do solo
em condicdes diferentes, como diferentes regides e climas. Além disso, os isolados de
Pseudomonas avaliados para biocontrole e promocao de crescimento vegetal ainda necessitam
de testes em casa de vegetacdo e em campo para validar sua eficidcia em condi¢des agricolas
reais, bem como de investigacdes adicionais que comprovem sua ndo patogenicidade a
humanos e animais, assegurando sua viabilidade para aplicacdo como bioinoculantes.

Para estudos futuros, recomenda-se ampliar a andlise da diversidade microbiana
integrando técnicas metagendmicas e funcionais, além de avaliar a interacdo entre multiplos
microrganismos e patdégenos em diferentes contextos edaficos e climaticos. Investigacdes
adicionais também poderiam explorar estratégias combinadas de bioinsumos e manejo
agrondmico, visando maximizar a saide do solo, reduzir a dependéncia de insumos quimicos e
aumentar a resiliéncia de sistemas agricolas frente a murcha bacteriana e a outros estresses
ambientais.
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7. APENDICE

Tabela 1. Percentual de inibi¢do do crescimento de Fusarium spp. por diferentes isolados
bacterianos, obtidos a partir de ensaios de confronto direto de culturas, aplicagdao de
extratos bacterianos e avaliacdo de compostos volateis

% de inibicao

Isolados Confrontamento de culturas Extrato Compostos volateis
SS 141 62 4 1
SS 146 45 24 8
SS 161 57 20 30
SS 164 73 20 10
SS 168 93 3 3
SS 173 76 0 2
SS 174 79 28 25
SS 176 70 2 32
SS 179 68 27 15
SS 197 78 28 20
SS 250 65 27 23

VRPAS 34 9 5 2
VRPAS 54 69 23 34
VRPAS 56 4 30 1
VRPAS 57 12 15 1
VRPAS 61 4 33 2
VRPAS 64 5 3 2
VRPAS 77 6 26 2
VRPAS 105 8 1 0
VRPAS 109 3 5 1
VRPAS 112 7 4 3
VRPAS 115 2 23 1
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