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1- IDENTIFICACAO

ALUNA: Winny Vitéria Alves Barbosa

CURSO: Agronomia

PROGRAMA: ( X) PIBIC ( )PIC ( )PIBIC-EM
ORIENTADOR (A): Elineide Barbosa de Souza
DEPARTAMENTO/UNIDADE ACADEMICA: SEDE
RELATORIO: () PARCIAL (X) FINAL

2- TITULO DO PROJETO

Ecologia, epidemiologia e gendmica de isolados de Ralstonia spp., agentes

causais da murcha bacteriana em solanaceas e Moko da bananeira.

3- RESUMO DO RELATORIO

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum e R.
pseudosolanacearum, ¢ uma importante doenca que afeta o tomateirosendo responsavel
por danos significativos na produtividade da cultura. Uma vez que Ralstonia spp.
sobrevive por longos periodos no solo, pesquisas relacionadas ao controle e
epidemiologia dependem de técnicas capazes de detectar e quantificar a presenca dessa
bactéria nesse ambiente. Inexistem estudos sobre a sobrevivéncia de R.
pseudosolanacearum no solo. O objetivo da pesquisa ¢ realizar a andlise comparativa da
sobrevivéncia no solo de isolados de Ralstonia solanacearum e R.
pseudosolanacearum, avaliando a eficacia de meios de cultura na recuperacdo da
bactéria do solo, determinando o tempo de sobrevivéncia e a influéncia da temperatura
na sobrevivéncia. Inicialmente os isolados CCRMRs95 (R. pseudosolanacearum) e o
CCRMRSs92 (R. solanacearum) foram reativados e submetidos a teste de patogenicidade
em tomateiro. Uma vez que o isolado CCRMRs92 nao foi patogénico, foi substituido
pelo isolado CCRMRs206. Apenas o isolado CCRMRs95 foi utilizado na avaliacdo da
eficiéncia dos meios de cultura NYDA e TZC na recuperagdo da bactéria do solo. A
suspensdo bacteriana foi ajustada nas concentragdes 1x107 e 1x10° UFC/g solo e
plaqueadas nos meios de cultura nas diluigdes de 10" a 10°. O maior niimero de
colonias de R. pseudosolanacearum foi observado no meio TZC e quando o solo foi

infestado com a maior concentragdo da bactéria (1x10” UFC/g). O maior niamero de



colonias bacterianas foi detectado nas diluigdes 10" e 102, ndo sendo verificado
crescimento nas dilui¢des de 10* e 10, em ambos os meios de cultura. O melhor meio
de cultura para recuperacdo de R. pseudosolanacearum do solo foi o meio TZC. O
estudo de sobrevivéncia no solo foi realizado com os isolados de R
pseudosolanacearum (CCRMRs95) e R. solanacearum (CCRMRs206), usando 50 g do
solo por placa de Petri adicionado de 12,5 mL de suspensdo bacteriana (5 x 10°
UFC/ml). As placas foram incubadas a 28°C em BOD e avaliadas a cada cinco dias,
retirando 0,5 g de solo, adicionado a 4,5 mL de ADE em tubos e realizando dilui¢des
seriadas com plaqueamento em meio TZC. Verificou-se uma maior capacidade
adaptativa do isolado de CCRMRs95 que sobreviveu at¢é o momento por 29 dias, com
Area Abaixo da Curva da Populagio (AACPOP) de 3,10 x 10° UFC/ g solo, em
detrimento do isolado CCRMRs206 (22 dias; AACPOP 4,34 x 10° UFC/ g solo).

4- INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma das hortali¢as mais produzidas no
Brasil. Desenvolvido sob diferentes sistemas de cultivo, épocas de semeadura e manejos
culturais, o que garante uma produg¢do em larga escala e oferta de tomate durante a
maior parte do ano, essa espécie € cultivada nas mais diferentes regides e, portanto, de
grande importancia econdmica para o pais (EPAGRI, 2018).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem suas origens na regido andina, que
engloba o Equador e se estende até a Colombia, embora sua domesticacdo em larga
escala ocorreu principalmente no México (Brito Junior, 2012). No Brasil, de acordo
com dados do IBGE (IBGE, 2022), em 2022 a producao totalizou 3.809.986 toneladas,
sendo o estado de Goias destacado como o principal produtor do pais.

A cultura do tomateiro enfrenta diversos problemas de carater fitossanitario
devido a sua alta suscetibilidade ao ataque de pragas e doencas. Dentre as doengas que
afetam o tomateiro podemos destacar a murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum e Ralstonia pseudosolanacearum, que fazem parte do complexo de
espécies R. solanacearum (Fegan; Prior, 2005; Safni et al., 2014). Ralstonia spp. € uma
bactéria transmitida pelo solo, sendo o segundo fitopatogeno mais prejudicial a plantas
no mundo (Mansfield et al.,, 2012). No Brasil foram identificadas as duas espécies
causando doenca em solanaceas: R. solanacearum (Biovares 1 e 2, Filotipo II), com

distribuicdo ampla, e R. pseudosolanacearum (Biovar 3, Filotipo I), mais concentrada



nas regioes Norte e Nordeste, onde as temperaturas mais elevadas sdo predominantes
(Santiago et al., 2020).

A bactéria Ralstonia ¢ Gram negativa, aerobica, em forma de bastonete, que
normalmente apresenta um ou mais flagelos em uma das extremidades (Schaad et al.,
2001). Possui uma ampla gama de hospedeiros, na qual estdo centenas de espécies de
plantas pertencentes a mais de 44 familias botanicas (Hayward, 1991). Caracteriza-se
como uma bactéria cosmopolita e a dificuldade em se desenvolver estratégias para o seu
controle tem sido atribuida, majoritariamente, a sua ampla gama de hospedeiros, alta
variabilidade genética e habilidade de sobreviver no solo por longos periodos (Lopes;
Rossato, 2018). Felix et al. (2012) estudaram a sobrevivéncia de um mutante de R.
solanacearum A1-9%" em dez tipos de solo, sendo verificado que o tempo de
sobrevivéncia da bactéria variou de 42 a 77 dias. Entre as caracteristicas quimicas e
fisicas do solo, teor de argila, umidade residual e 4gua disponivel foram positivamente
correlacionados, e o pH foi negativamente correlacionado, com tempo de sobrevivéncia,
tamanho da populagdo aos 42 dias e area abaixo da curva do progresso da doenga. Nao
existem estudos sobre a sobrevivéncia de R. pseudosolanacearum no solo.

O controle da murcha bacteriana em plantas da familia das solandceas tem
representado um desafio constante para os produtores. Varios métodos de detecgdo e
quantificagdo da populacdo bacteriana de Ralstonia spp. no solo sdo discutidos em
estudos sobre sua sobrevivéncia. Dado que € uma bactéria que reside no solo, pesquisas
relacionadas ao controle, epidemiologia e a flutuagdo populacional da doenga dependem
de técnicas capazes de detectar e quantificar a presenca dessa bactéria nesse ambiente.
De acordo com Granada e Sequeira (1983), ¢ possivel detectar a presenca da bactéria no
solo de maneira direta ou indireta. O método indireto envolve o plantio ou exposi¢ao de
tecido vegetal suscetivel, observando-se o surgimento da doenga. Por outro lado, os
métodos diretos incluem a utilizagdo de meios seletivos, andlises soroldgicas,
microscopia e técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Dentre os diversos métodos utilizados para avaliar a quantidade de bactérias no
solo, um dos mais utilizados ¢ a contagem de colonias em placas de Petri, onde se
verifica a variagdo das condigdes utilizadas, principalmente relacionadas ao meio de

cultura, a dilui¢ao do inoculo, a temperatura e o tempo de incubagao.



5- OBJETIVOS

5.1. Geral:

Analise comparativa da sobrevivéncia no solo de isolados de Ralstonia

solanacearum ¢ R. pseudosolanacearum.

5.2. Especificos:

- Obter e recuperar os isolados de R. solanacearum e R. pseudosolanacearum da

Colegdo de Culturas Rosa Mariano (CCRM);
- Testar a eficacia de meios de cultura para recuperagao dos isolados do solo.
- Coletar solos de areas de cultivo de tomateiro;

- Determinar o tempo de sobrevivéncia de diferentes isolados das duas espécies

de Ralstonia no solo;

- Avaliar a sobrevivéncia no solo a diferentes temperaturas.

6- METODOLOGIA

6.1. Obtencao de isolados de Ralstonia spp.

Os isolados de R. solanacearum (Filotipo II) e R. pseudosolanacearum (Filotipo
I) provindos de solanidceas foram obtidos da Cole¢do de Culturas Rosa Mariano
(CCRM) do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE SEDE. Os isolados da CCRM,
que estavam preservados pelo método de Castellani (Figura 1) foram reativados em
meio de cultura levedura-dextrose-agar (NYDA) (23 g agar nutritivo, 10 g glicose, 5 g
extrato de levedura, 3 g extrato de carne, 5 g peptona, 1 L 4dgua) e purificados em meio
de cultura Kelman (18 g agar; 1 g caseina hidrolisada; 10 g peptona; 5 g glicose; 1000
mL 4gua destilada) adicionado de 0,05 g de cloreto de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio (TTC),
sendo denominado de meio TZC. Entre os dois isolados trabalhados inicialmente, o
isolado CCRMRs95 (R. pseudosolanacearum) e o CCRMRs92 (R. solanacearum),
observou-se que o isolado CRMRs92 (Figura 2) apresentou maior dificuldade tanto na
recuperagao quanto na purificacdo quando comparado ao CRMRs95, exigindo,
consequentemente, repeticdo do processo varias vezes, o que atrasou o andamento dos

experimentos.



Figura 1. Isolados de Ralstonia spp. preservados na Colecdo de Culturas Rosa Mariano

(CCRM).

6.2- Teste de patogenicidade dos isolados

As sementes de tomateiro da variedade Santa Cruz Kada foram inicialmente
semeadas em copos plasticos com capacidade de 500 g, trés sementes por célula,
preenchidos com o substrato Basaplant®. Apos enfrentar obstdculos na germinagdo,
devido a interferéncia de insetos na casa de vegetacdo (Figura 3A), optou-se por
empregar mudas de plantas de tomateiro provenientes da horta didatica do
Departamento de Agronomia da UFRPE/SEDE (Figura 3B). As plantas foram
inoculadas quando atingiram aproximadamente 25 dias do transplantio ou quando

apresentavam trés a quatro folhas verdadeiras.



Figura 3. A) Primeira semeadura do sementes de tomateiro; B) Mudas de tomateiro

transplantadas.

A inoculacdo foi efetuada por meio de uma incisao radicular em formato de
meia lua, como auxilio de um bisturi, onde foram depositados 15 mL de suspensdo
bacteriana ajustada no espectrofotometro (As;,, = 0,54) o que equivale a uma
concentragdo de 5 x 10® UFC/mL (Figura 4). Enquanto isso, as plantas testemunhas
foram tratadas apenas com agua destilada esterilizada (ADE). Em ambas as condi¢des,
as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo (Figura 5) com irrigagdo didria por

aproximadamente 15 dias, ou até a manifestagdo visivel de sintomas.

Figura 4. Preparo da suspensdo bacteriana para inoculagao.




Figura 5. Plantas de tomateiro inoculadas com Ralstonia solanacearum e R.

pseudosolanacearum, e tratadas apenas com dgua (testemunha), em casa de vegetagao.

Ademais, apods o periodo de 15 dias, o isolado CRMRs92 nao induziu sintomas
de murcha bacteriana visiveis nas plantas de tomateiro. Entdo, foi recuperado o isolado

CCRMRs91 (R. solanacearum) e realizado o teste de patogenicidade.

6.3- Preservacao dos isolados pelo método de Castellani (agua destilada

esterilizada)

O isolado recuperado CRMRS 95, que apresentou sintomas, passou pelo
processo de reisolamento em tubos criogénicos com capacidade de 2 mL, contendo 1,5
mL de 4gua destilada esterilizada (ADE) (Figura 6). Ap6s a autoclavagem de 20
minutos a 120°C, o isolado cultivado por 48 h em NYDA e TZC teve sua massa

bacteriana depositada nos tubos e preservados em temperatura ambiente.

Figura 6. Preservacao do isolado CRMRS95 de Ralstonia pseudosolanacearum pelo

método de Castellani.
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6.4- Eficacia de meios de cultura para recuperacio de Ralstonia spp. do solo

Os meios de cultura TZC e NYDA foram avaliados quanto a sua eficicia na
recuperagao dos isolados do solo. O meio NYDA foi utilizado em substitui¢ao ao meio
seletivo Africa do Sul — SMSA (10 g peptona; 5 g glicose; 1 g caseina hidrolizada; 12 g
agar bacteriologico; 1000 mL &gua destilada; 25 mg bacitracina; 100 mg sulfato de
polimixina B (600.000 U); 5 mg of cloranfenicol; 0,5 mg penicilina G; 5 mg cristal
violeta; 50 mg cloreto de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio) (ELPHINSTONE et al., 1996), uma
vez que nao foi possivel adquirir todos os antibioticos.

Foram adicionados 9 gramas de solo peneirado (malha de 2mm) em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 1 mL de uma suspensdo de Ralstonia spp., ajustada
para concentragdes de 1x10®* e 1x10* UFC/mL (Figura 7), resultando em misturas finais
correspondentes a aproximadamente 1x107 ¢ 1x10° UFC/g solo. Apos um periodo de
repouso de 30 minutos, uma solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) contendo Tween 80 foi
adicionada para alcangar o volume total de 100 mL. A suspensdo foi agitada a 150
rotagcdes por minuto (rpm) durante 30 minutos, e dilui¢des seriadas foram preparadas
em tubos inicialmente contendo 9 mL também contendo solugado salina estéril ¢ Tween
80, variando de 10" a 10~°. Uma aliquota de 100 pL de cada concentragio foi depositada
em duplicatas em placas de Petri contendo o meio de cultura TZC ou NYDA,
distribuidas uniformemente com o auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram
entdo incubadas a 28+2°C, e a contagem do niimero de coldnias bacterianas nos meios
seletivos foi determinada apods 48 h de incubagdo, determinando o niimero de colonias
presentes na placa de Petri. Foram consideradas apenas as contagens que variaram de 30

a 300 colonias.

Figura 7. A) Solo com suspensdo de Ralstonia spp., solucao salina estéril (NaCl
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0,85%) e Tween 80; B) Dilui¢cdes seriadas.

6.5- Sobrevivéncia de diferentes isolados de Ralstonia spp. no solo

6.5.1-Solo

O solo utilizado foi coletado na area de plantio situada na Estagdo Experimental
do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizada em Brejao, municipio do
estado de Pernambuco, Brasil. A 4rea em questdo ja apresentou relatos de R.
solanacearum, o agente causador da murcha bacteriana, o que a torna relevante para
estudos sobre o manejo e controle de patégenos. Foram coletadas, de forma aleatoria,
subamostras de 3 kg de solo a uma profundidade de 0-20 cm. Apds a coleta, as amostras
foram secas ao ar em um ambiente coberto de casa de vegetagdo, durante um periodo
aproximado de 15 dias (Figura 8). Apds a secagem, o solo foi peneirado para a remogao

de residuos e armazenado para ser utilizado posteriormente.

Figura 8. Solo coletado e seco em ambiente controlado de casa de vegetagao.
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6.5.2- Teste de sobrevivéncia

Foram analisadas a sobrevivéncia de dois isolados (CCRMRs95 — R.
pseudosolanacearum ¢ CCRMRs206 - R. solanacearum) como células livres no solo,
mediante a colocagdo de 50 g de solo em placas de Petri, seguida da adicao de 12,5 mL
de suspensdo bacteriana com concentragdo de 5x10° UFC ml™, homogeneizados com o
auxilio de um bastdo de vidro. . As placas foram incubadas em B.O.D. em temperatura
constante de 25°C (Figura 9). Para manter o mesmo teor de umidade ao longo das
avaliacoes, as placas foram pesadas regularmente, e a d4gua evaporada foi reposta com
agua destilada esterilizada (ADE). O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial (solos x isolados), com quatro
repeticoes, sendo cada repeticao representada por uma placa de Petri.

As avaliagdes foram realizadas em intervalos de cinco dias, até que, em duas
avaliagdes consecutivas, ndo se detectasse a presenga de colonias bacterianas. Em cada
avaliagdo, 0,5 g de solo de cada uma das quatro placas foi adicionado a 4,5 mL de ADE
em tubos. Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas, inicialmente até 10°° e,
posteriormente, até¢ 1073, e 100 pL das dilui¢des foram plaqueados no meio de cultura
TZC, com trés repeti¢des. As placas foram incubadas por 48 h a 30°C em B.O.D. Apds
a contagem do numero de coldnias, a populacao bacteriana foi determinada em UFC g'!
de solo. As variaveis analisadas para a sobrevivéncia bacteriana nos solos incluiram a
duragdo da sobrevivéncia em dias e a area abaixo da curva da populagao (AACPOP),
calculada conforme Shaner e Finney (1977). Em cada tratamento, quatro coldnias
tipicas de Ralstonia spp. foram selecionadas e submetidas a coloragdo diferencial de

Gram e ao crescimento em meio de cultura.

Figura 9. Placas com solo infestado com Rastonia solanacearum ou R.

pseudosolanacearum, incubadas na B.O.D. (A); amostra de solo pesada para andlise

(B).
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7- RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Obtencio e reativacao dos isolados de Ralstonia spp.

Nos trés isolados de Ralstonia spp. da CCRM reativados e utilizados na
pesquisa, (CCRMRs95 — R. pseudosolanacearum, CCRMRs92 ¢ CCRMRs 91- R.
solanacearum), colonias brancas, fluidas e confluentes foram observadas no meio de
cultura NYDA, enquanto no meio TZC foram observadas colonias brancas, fluidas, com
o centro réseo (Figura 10). Destaca-se a dificuldade de reisolamento dos isolados

CCRMRs92 ¢ CCRMRs 91, devido a problemas de contaminagao microbiana.

Figura 10. Crescimento de Ralstonia pseudosolanacearum CCRMRs95 nos meios de

cultura NYDA (A) e TZC (B).
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7.2. Teste de patogenicidade dos isolados

Nos testes de patogenicidade conduzidos em casa de vegetacdo, apenas as
plantas de tomateiro inoculadas com o isolado CCRMRs95 (R. pseudosolanacearum)
apresentaram sintomas de murcha (Figura 11A). Os isolados CCRMRs92 e CCRMRs91
ndo induziram sintomas de murcha bacteriana (R. solanacearum) (Figura 12), indicando
que apesar de terem apresentado crescimento in vitro caracteristicos de Ralstonia,
perderam a patogenicidade. A perda da patogenicidade ¢ um fendomeno que pode
ocorrer durante o processo de estocagem dos isolados bacterianos.

Posteriormente foi recuperado o isolado CCRMRs206 de R. solanacearum para
o teste de sobrevivéncia no solo, sendo este também submetido a teste de

patogenicidade em tomateiro.

Figura 11. A) Planta de tomateiro inoculada com o isolado CCRMRs95 de Ralstonia
pseudosolanacearum, apresentando sintoma de murcha bacteriana; B) Teste de copo

evidenciando fluxo bacteriano.

Figura 12. Plantas de tomateiro inoculadas com o isolado CRMRs91 de Ralstonia
solanacearum e com agua destilada esterilizada (testemunha), em casa de vegetacgdo,

mostrando a auséncia de murcha bacteriana.
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Os sintomas de murcha sdo observados porque Rasltonia spp. invade os espacos
intercelulares do cortex da raiz, colonizando-os inteiramente, € também coloniza o
parénquima vascular, onde se multiplica e ¢ transportada pelos vasos do xilema para
todas as partes da planta, juntamente com a dgua e os nutrientes (Alvarez; Biosca;
Lopez, 2010; Liu ef al., 2005; Saile et al., 1997). Em decorréncia da colonizagao
sist€émica dos vasos do xilema, o fluxo de seiva pode ser parcial ou totalmente
bloqueado, impedindo que agua e nutrientes absorvidos pelo sistema radicular supram a
parte aérea da planta. A murcha observada ¢ resultante do desequilibrio hidrico causado
pela obstrucao dos vasos e a formagao de tiloses pela planta em resposta a colonizacdo
pela bactéria (Hikichi et al., 2007).

Para confirmar se a murcha observada nos tomateiros era causada por Ralstonia
spp., foi realizado o teste do copo. Esse teste consistiu em cortar uma por¢ao da parte
inferior do caule de uma planta doente e coloca-la submersa em um frasco transparente
contendo agua limpa. Observou-se a exsuda¢do de um liquido esbranquigado com
aspecto mais espesso que a dgua saindo do tecido em dire¢do ao fundo do copo, sinal da
presenca da bactéria (Figura 11B). Seguindo os postulados de Koch, a bactéria foi
reisolada em meio NYDA e purificada no meio TZC (Lopes; Rossato, 2013).

7.3 - Eficacia de meios de cultura para recuperaciao de Ralstonia spp. do

solo

Verificou-se a recuperagdo de R. pseudosolanacearum (CCRMRs95) nos dois
meios de cultura TZC e NYDA, porém a concentracdo da bactéria no solo teve

influéncia na recuperacao da bactéria, obtendo-se o maior nimero de colonias quando o
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solo foi infestado com a maior concentragido da bactéria (1x10” UFC/g) (Tabela 1). O
maior nimero de coldnias bacterianas foi observado nas dilui¢cdes 10! e 102, ndo sendo
detectado crescimento nas dilui¢des de 10* ¢ 107 , em ambos os meios de cultura. O
melhor meio de cultura para recuperacao de R. pseudosolanacearum do solo foi o meio
TZC. Neste meio as colonias apresentaram maior tamanho, forma mais nitida e menos
contaminagdes. Além disso, o meio NYDA demonstrou dificuldades na identificagdo da
bactéria Ralstonia, dificultando o processo de contagem de colonias, e também
apresentou maior crescimento de outros patdogenos. Ralstonia é uma bactéria que
sobrevive no solo por longos periodos em grandes profundidades (Lopes ef al., 1994) e,
portanto, a escolha de um meio de cultura adequado para recuperagdo da bactéria no

solo ¢ importante para que estudos de sobrevivéncia sejam realizados.

Tabela 1. Numero de unidades formadoras de coldnias recuperadas em meio de cultura
a partir de solos infestados com suspensdo de Ralstonia pseudosolanacearum

(CCRMRs95) em duas concentragdes, apds 48 horas.

Concentragao da suspensao bacteriana/ Meio de

Diluigao cultura
plaqueada 10 x 10’ UFC/g solo 10 x 10° UFC/ g solo
TZC NYDA TZ2C NYDA

10! 262 38 91 14
102 146 73 15 8
103 16 17 0 1
10 1 0 0 0
10° 0 0 0 0

7.4- Sobrevivéncia de diferentes isolados de Ralstonia spp. no solo

Devido as circunstancias de acesso ao material, foi utilizado apenas um tipo de
solo para a realizacdo do experimento. A duracdo da sobrevivéncia dos isolados
CCRMRs95 (R. pseudosolanacearum) ¢ CCRMRs206 (R. solanacearum, até o
momento, foi de 29 e 22 dias, respectivamente (Tabela 2), demonstrando uma maior

capacidade adaptativa do isolado de R. pseudosolanacearum Nao existem estudos de
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sobrevivéncia dessa espécie no solo, mas pesquisas anteriores com um mutante de R.
solanacearum A1-9%", em dez tipos de solo, foi verificado que o tempo de
sobrevivéncia da bactéria variou de 42 a 77 dias (Felix ef al., 2012). A AACPOP do
isolado CCRMRs206 foi maior (4,34 x 10° UFC/ g solo) do que a do isolado
CCRMRs95 (3,10 x 10° UFC/ g solo) porque para o primeiro o resultado se refere a um
periodo de sobrevivéncia de 22 dias enquanto para o segundo isolado a sobrevivéncia
foi de 29 dias. R. pseudosolanacearum (Biovar 3, Filotipo I) é a espécie mais abundante
nas regidoes Norte e Nordeste, pois ¢ favorecida por temperaturas mais elevadas
(Santiago et al., 2020).

O solo utilizado passou por um processo de secagem ao ar, o que pode ter
promovido uma desidratacdo severa, reduzindo de forma significativa a populagdo de
alguns grupos de microrganismos, o que resultou em pouca contaminagao no meio de

cultura.

Tabela 2. Sobrevivéncia de Ralstonia pseudosolanacearum (CCRMRs95) e R.
solanacearum (CCRMRs206) em solo, avaliada pela curva populacional e duragdo de

dias.

Isolado Duracio da
Sobrevivéncia (dias) AACPOP (UFC/ g solo)
CCRMRs95 29 3,10x 10°
CCRMRs206 22 434 x 10°

8- CRONOGRAMA DE EXECUCAO

2023 2024

Atividade
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Obtengao de
isolados de|] X | X
Ralstonia spp.

Eficacia de meios

de cultura para X1 X | X
recuperagao de

Ralstonia spp. do

solo

Sobrevivéncia  de

diferentes 1solados X X X X
de Ralstonia spp. no
solo

Sobrevivéncia  de

Ralstonia spp. no X[ X[ X | X
solo a diferentes

temperaturas

Elaboragao de

relatorio X

X - Atividades executadas

OBSERVACAO: a bolsista substituiu a discente Stefany Mendes da Silva, iniciando as
atividades em novembro de 2023, tendo que reiniciar o projeto, o que justifica a nao ter

sido possivel realizar todas as atividades do plano de trabalho.

9- CONSIDERACOES FINAIS

A concentragdo de Ralstonia pseudosolanacearum no solo afetou a taxa de
recuperagao, com pouco crescimento nas diluigdes mais baixas. A concentragdo mais
alta, 1x10" UFC/g, resultou na recuperagdo de maior nimero de colonias, com o meio de
cultura seletivo TZC mostrando resultados superiores em relagdo ao meio NYDA. No
meio NYDA foi dificil a identificagdo de R. pseudosolanacearum e promoveu o
crescimento de outros microrganismos. Na andlise comparativa da sobrevivéncia de R.
solanacearum (CCRMRs206) e R. pseudosolanacearum (CCRMRs95) no solo
utilizando o meio TZC, verificou-se uma maior capacidade adaptativa do isolado de
CCRMRs95 que sobreviveu até o0 momento por 29 dias, com Area Abaixo da Curva da

Populagdo (AACPOP) de 3,10 x 10° UFC/ g solo), em detrimento do isolado
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CCRMRs206 (22 dias; 4,34 x 10° UFC/ g solo). Area Abaixo da Curva da Populagdo
(AACPOP)

10- ATIVIDADES RELEVANTES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA

11- DIFICULDADES ENCONTRADAS

- Iniciar as atividades do projeto s6 em meados de novembro de 2023, por estar
substituindo outra bolsista, o que impossibilitou cumprir o cronograma;

- A recuperagdo dos isolados de Ralstonia solanacearum (CRMRS 92 e
CRMRS91) devido a problemas de contaminacdo e posterior perda de patogenicidade
dos isolados;

- A falta de antibiéticos para o meio de cultura seletivo Africa do Sul — SMSA e
consequentemente a sua troca pelo meio NYDA;

- A interacdo dos fatores abidticos da casa de vegetacdo, que influenciou na
obtengdo das mudas e patogenicidade dos isolados, o que levou a repeticdo dos

experimentos.

12- PARECER DO ORIENTADOR

A bolsista Winny Vitoria Alves Barbosa apresentou boa capacidade de condugao
dos experimentos, sempre atenta aos detalhes e procurando tirar davidas. Iniciou as
atividades em meados de novembro de 2023, uma vez que substituiu a discente Stefany
Mendes da Silva, motivo pelo qual ndo desenvolveu todas as atividades previstas no
cronograma do plano de trabalho. Além disso, teve dificuldades no cultivo da bactéria
fitopatogénica e nos experimentos em casa de vegetacdo devido a fatores abioticos.
Ressaltasse a disponibilidade da bolsista em colaborar nas atividades desenvolvidas no

laboratério por alunos de graduagao e pés-graduagao.
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